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1. Einleitung 

1.1 Spermatogenese  

Der Beginn der Ausbildung von männlichen Keimzellen findet bereits während der frühen 

Embryonalentwicklung statt, bei der die sog. Urkeimzellen (primordial germ cells) gebildet 

werden [1–4]. Diese lassen sich erstmalig im primären Ektoderm (Epiblast) nachweisen und 

wandern im Verlauf der Embryogenese zunächst in die Wand des Dottersacks und von dort 

aus in die Genitalleiste (Gonadenanlage), aus der sich die Keimdrüsen (Gonaden) entwickeln, 

ein [2–5]. Mit dem Eintritt in die Gonadenanlage (Maus ~ Tag 10,5 der Embryonalentwicklung; 

Mensch ~ 6. SSW) werden die Keimzellen als Gonozyten bezeichnet [2, 6–9]. Aus den 

Gonozyten entstehen die Spermatogonien, welche über mitotische Teilungen in einer Vielzahl 

die Basis der Spermatogenese darstellen [2, 5, 6]. Die zusammen mit den Spermatogonien in 

den Tubuli der Hodenstränge (ohne Lumen) gelegenen prä-Sertoli-Zellen verhindern zunächst 

die Reifung der Spermatogonien und damit den Start der Spermatogenese [5, 6, 10–13]. Bis 

zum Eintritt der Geschlechtsreife (Pubertät) kommt es zu keiner weiteren Differenzierung der 

Spermatogonien [1, 6, 14]. Mit dem Einsetzen der Geschlechtsreife werden Lumen in den 

Tubuli gebildet, wodurch diese zu den Samenkanälchen (Tubuli seminiferi) werden und die 

Ausbildung von Spermien, im Zuge der Spermatogenese, beginnt [6, 10, 11, 15]. Bei diesem 

komplexen Prozess werden über Mitose, Meiose und Spermiogenese die letztlich reifen 

Spermien gebildet [14, 16–18]. Diese Vorgänge finden in den Samenkanälchen des Hodens 

(Testis) und im Nebenhoden (Epididymis) statt [1, 6, 14, 16] (Abb. 1). Neben den Keimzellen 

sind im Keimepithel der Samenkanälchen die bereits genannten somatischen Sertoli-Zellen zu 

finden, welche grundlegende Funktionen wie die Koordination der Keimzelldifferenzierung, die 

Stützung des Keimepithels und die Ausbildung der Blut-Hoden Schranke über tight junctions 

übernehmen [1, 10, 11, 18].  

 

Die Ausgangszellen bzw. Stammzellen der Spermatogenese sind die mitotisch aktiven 

Spermatogonien [18–21]. Spermatogonien lassen sich grundlegend in Typ A und Typ B 

einteilen. Spermatogonien Typ A sind auch als „Stammspermatogonien“ zu bezeichnen und 

werden über permanente mitotische Teilung vermehrt, wobei eine der Tochterzellen für den 

Erhalt der Spermatogonien Typ A nahe der Basalmembran verbleibt und die andere 

Tochterzelle als Spermatogonie Typ B adluminal im Verlauf der Spermatogenese 

voranschreitet [1, 16, 18]. Aus den Spermatogonien Typ B (Anzahl Chromosomensätze: 2n, 

Anzahl Chromatiden: 2c) entwickeln sich unter Verdopplung des DNA-Gehalts 

(DNA-Replikation) die primären Spermatozyten (2n 4c). Die primären Spermatozyten werden 

durch die erste meiotische Teilung zu sekundären Spermatozyten (1n 2c), welche wiederum 
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durch die zweite meiotische Teilung zu Spermatiden (1n 1c) werden [1, 18]. Hierbei entstehen 

aus einer primären Spermatozyte, zwei sekundäre Spermatozyten und letztlich vier 

Spermatiden (Abb. 1). Aus den Spermatiden bilden sich im Zuge der Spermiogenese (s. 1.1.1) 

ohne weitere Teilung und Differenzierung, reife Spermien, die schließlich bei der sog. 

Spermiation in das Tubuluslumen freigesetzt werden, um daraufhin den Nebenhoden 

(Epididymis) zu passieren [1, 18, 22] (Abb. 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1: Ablauf und Lokalisierung der Spermatogenese.  

Die schematische Darstellung zeigt zum einen den Ablauf der Spermatogenese und zum anderen die 
Anordnung der verschiedenen Zelltypen innerhalb der Samenkanälchen bzw. des Keimepithels. Die 
Ausbildung der reifen Spermien erfolgt über die vier grundlegenden Phasen der Spermatogenese: 
1. Vermehrungsphase: Proliferation und Differenzierung der Spermatogonien; 2. meiotische 
Reifungsperiode: meiotische Teilung der Spermatozyten; 3. Spermiogenese: Transformation der runden 
Spermatiden zu elongierten Spermatiden; 4. Spermiation: Entlassen der Spermatozoen ins 
Tubuluslumen [18]. (Abbildung modifiziert nach [23]) 

 

1.1.1 Spermiogenese  

Die Transformation von runden Spermatiden zu ausdifferenzierten elongierten Spermatiden 

erfordert mehrere Vorgänge, welche unter dem Begriff der Spermiogenese zusammengefasst 

werden [1, 18]. Zur Einteilung der Spermiogenese wurden die vier Phasen Golgi-, Kappen-, 
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Akrosom- und Reifungsphase etabliert, wobei diese zeitlich gesehen nahezu simultan oder 

zumindest mit großer Überschneidung ablaufen [1, 18]. In der Golgiphase wird das 

Akrosom-Bläschen ausgebildet, welches sich in der Kappenphase auf dem Zellkern auflagert 

und mit der Kondensation des Zellkernes zum Akrosom wird (Akrosomphase). Die in der 

Kappenphase beginnende Kondensation des Zellkerns erfolgt über den 

Histon-Protamin-Austausch (s. 1.2.1), [1, 16, 18]. Neben der beschriebenen Kondensation des 

Chromatins kommt es während der Kappenphase zur Ausbildung des Flagellums [18]. Die 

Elongation des Zellkerns und Zellkörpers findet über die Akrosomphase hinweg bis in die 

Reifungsphase statt [18]. Als wesentlicher Schritt der Reifungsphase gilt die Abschnürung  

von überschüssigem Zytoplasma als sog. Residualkörper [1, 18]. Zudem bildet sich die 

speziesspezifische Form des Akrosoms und des Spermienkopfes aus [18].  

 

1.1.2 Spermatozoen 

Als Spermatozoen werden die haploiden Keimzellen nach der Spermiation bezeichnet, welche 

zur Fertilisation einer Eizelle führen können [18, 20, 24]. Abhängig von der Spezies gibt es 

geringfügige Unterschiede in der Morphologie der jeweiligen Spermatozoen [18]. Jedoch 

besitzen die Spermien aller Säugetiere eine umgebende Plasmamembran, die vor allem im 

Zuge der Fertilisation von Bedeutung ist [25]. 

 

Sowohl murine als auch humane Spermien (Spermatozoen) werden in die zwei 

Hauptbestandteile Kopf und Flagellum unterteilt [20] (Abb. 2). Der Kopf beinhaltet das 

kondensierte Chromatin in Form des Nukleus sowie das Akrosom mit seinen für die 

Fertilisation notwendigen Enzymen [20]. Charakteristisch für murine Spermien ist der 

sichelförmige Kopf, welcher im Gegensatz zum oval geformten Kopf der humanen Spermien 

steht [20, 26, 27] (Abb. 2). Das Flagellum ermöglicht die notwendige Motilität durch eine 

peitschenartige Bewegung, wobei sich die Spermatozoen um ihre eigene Achse und die 

Mittelachse drehen [28, 29]. Die hierfür benötigte Energie wird u.a. von den Mitochondrien, die 

sich im Mittelstück in Form eines Mantels befinden, geliefert [27, 28, 30]. Zudem tragen 

Ionenkanäle im Hauptstück der Spermien, in Verbindung mit dem Calcium (Ca²⁺)- und dem 

cyclischen Adenosinmonophosphat (cAMP)-abhängigen Proteinkinase A-Signalweg, zur 

Regulierung der Motilität bei [29, 31–33]. Strömen über den essentiellen Ca2+-Kanal CatSper 

(cationic channel of sperm) Ca2+-Ionen ein, erhöht dies die intrazelluläre Calciumkonzentration 

und fördert über die genannten Signalwege die asymmetrische Bewegung der Flagelle [29, 

31–34]. Dass CatSper eine gewisse Relevanz für Motilität und Fertilität besitzt, konnte bereits 

nachgewiesen werden, da ein Verlust von CatSper zu männlicher Infertilität führt [31, 32, 34]. 
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Abbildung 2: Aufbau des murinen und humanen Spermatozoons. 

Spermatozoen von Maus und Mensch sind in die zwei Hauptbestandteile Kopf und Flagellum unterteilt. 
Der Kopf besteht hauptsächlich aus kondensiertem Chromatin (Nukleus) und Akrosom. Das Flagellum 
besteht aus Mittelstück, Hauptstück und Endstück und sorgt für die Motilität des Spermatozoons. 
(Abbildung modifiziert nach [28])  
 

1.1.3 Stadien der Spermatogenese  

Bei der Spermatogenese handelt es sich um einen Zyklus, welcher räumlich gesehen in 

synchronisierten Wellen abläuft [1, 18, 35]. Durch diese Gegebenheiten lassen sich in einem 

Tubulus-Querschnitt immer wieder die gleichen Gruppen von Keimzelltypen finden, anhand 

derer die Stadien der Spermatogenese bestimmt werden können [1, 18, 26, 36]. Eine 

erstmalige Einteilung der Stadien erfolgte bereits in den 1950er Jahren über die Färbung von 

Testisschnitten verschiedener Säugetiere mittels periodic acid-Schiff (PAS) Reaktion und 

deren Beurteilung mittels Elektronenmikroskop [26, 37, 38]. Die Beurteilung von 

Testisschnitten und Zuordnung von Stadien ist auch über ein Lichtmikroskop möglich, 

allerdings sind, bedingt durch die geringere Auflösung, nicht alle Stadien eindeutig 

voneinander abzugrenzen [21, 39]. Dementsprechend wurden in dieser Arbeit bei der 

Auswertung von Testisschnitten teilweise mehrere Stadien zusammengefasst. Die Stadien der 

Spermatogenese werden mit römischen Ziffern gekennzeichnet, wobei die Schritte der 

Spermiogenese mit arabischen Ziffern versehen sind [1, 18] (Abb. 3-5). Abhängig von der 

Spezies variiert die Anzahl der Stadien (s. 1.1.3.1 und 1.1.3.2), [1, 18].  
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1.1.3.1 Die zwölf Stadien der murinen Spermatogenese 

Der Zyklus des Keimzellepithels bei Mäusen wird in zwölf Stadien eingeteilt, wobei die Wellen 

der murinen Spermatogenese longitudinal verlaufen [18, 21, 36, 40]. Pro Tubulusquerschnitt 

ist bei Mäusen ein Stadium zu finden, sodass man hierbei von einem single-stage arrangement 

spricht [18, 21, 36, 40, 41] (Abb. 3 und Abb. 4). Für die Zuordnung von Tubulusquerschnitten 

werden neben den aufkommenden Zelltypen auch deren Größe und Beschaffenheit beurteilt. 

Dabei spielen vor allem die primären Spermatozyten eine Rolle, da diese den fünf Stadien der 

Prophase, der ersten meiotischen Teilung (Leptotän, Zygotän, Pachytän, Diplotän und 

Diakinese), zugeordnet werden können [42–44] (Abb. 3 und Abb. 4). Zu Beginn einer 

Stadienbestimmung ist die Anzahl der Spermatidengenerationen zu ermitteln, da es sich bei 

zwei Generation um die Stadien I-VIII und bei einer Generation um die Stadien IX-XII handelt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3: Stadien der murinen Spermatogenese.  

Bei den vorzufindenden Zelltypen der zwölf Stadien handelt es sich um: Spermatogonien Typ A (A); 
Spermatogonien Typ A in Mitose (mIn), intermediate Spermatogonien in Mitose (Inm), Spermatogonien 
Typ B (B), Spermatogonien Typ B in Mitose (Bm) → zusammengefasst als Spermatogonien (SG), 
präleptotäne Spermatozyten (Pl), leptotäne Spermatozyten (L), zygotäne Spermatozyten (Z), pachytäne 
Spermatozyten (P), diplotäne Spermatozyten (D), sekundäre Spermatozyten in Meiose (m2om/M),  
1-8 runde Spermatiden (RS), 9-13 elongierende Spermatiden (ES), 14-16 elongierte Spermatiden (ET). 
(Abbildung modifiziert nach [27, 36, 45]) 

Frühe Stadien Mittlere Stadien Späte Stadien 
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Die Entwicklung der Spermatiden wird mit Schritten von 1-16 betitelt und lässt sich bei 

immunfluoreszenten Färbungen anhand der Entwicklung des Akrosoms erkennen [18, 21, 46] 

(Abb. 4). Das Ende von Stadium VIII ist durch die Spermiation charakterisiert [21]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4: Stadienbestimmung und Identifizierung von Zelltypen der murinen 

Spermatogenese mittels Immunfluoreszenz. 

Bei 3 µm dicken Testisquerschnitten wurden die Zellkerne mit DAPI (blau) und die Akrosome mit 
fluoreszent markiertem Lektin von Arachis hypogaea (Erdnuss) (grün) gefärbt. Se: Sertoli Zellen; 
A: Spermatogonien Typ A; In: Intermediäre Spermatogonien; B: Spermatogonien Typ B; 
Pl: Präleptotäne Spermatozyten; L: Leptotäne Spermatozyten; Z: Zygotäne Spermatozyten; 
P: Pachytäne Spermatozyten; Di; Diplotäne Spermatozyten; M1: Spermatozyten während der ersten 
meiotischen Teilung; Sc: Sekundäre Spermatozyten; S1-16: Schritt 1-16 Spermatiden; 
Maßstabsbalken = 10 µm. (Abbildung modifiziert nach [46]) 
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1.1.3.2 Stadieneinteilung der Spermatogenese bei Menschen 

Für die Einteilung des Keimepithelzyklus beim Mann werden sechs Stadien genutzt, wobei die 

Wellen der humanen Spermatogenese helikal verlaufen [1, 18, 35]. In einem humanen 

Tubulusquerschnitt sind mehrere Stadien vorhanden, sodass hierbei von einem 

multi-stage arrangement gesprochen wird [1, 18, 26, 35] (Abb. 5). Vergleichbar mit den 

Kriterien zur Stadienbestimmung der murinen Spermatogenese (s. 1.1.3.1) werden auch bei 

der Beurteilung der humanen Spermatogenese vor allem die verschiedenen Zelltypen und die 

Beschaffenheit der primären Spermatozyten herangezogen. Zu Beginn einer jeden 

Stadienbestimmung wird die Zahl der Spermatozytengenerationen mit der Zahl der 

Spermatidengenerationen verglichen. Ein wesentlicher Unterschied im Vergleich zur murinen 

Spermatogenese ist das Vorkommen von zwei unterschiedlichen Spermatogonien Typ A. Die 

dunklen (dark) Spermatogonien gelten als regenerative Reservezellen, wohingegen die hellen 

(pale) Spermatogonien zum einen durch mitotische Teilung die Zellpopulation erneuern und 

zum anderen durch Differenzierung zu Spermatogonien Typ B werden [17, 18]. Die 

Spermiation erfolgt am Ende von Stadium II [17, 18, 21]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 5: Stadien der humanen Spermatogenese. 

Die Stadien der humanen Spermatogenese werden mit römischen Ziffern und die Schritte der 
Spermiogenese mit arabischen Ziffern betitelt. Die während der Spermatogenese aufkommenden 
Zelltypen sind: Spermatogonien Typ A dark (Ad), Spermatogonien Typ A pale (Ap), 
Spermatogonien Typ B (B) → zusammengefasst als Spermatogonien (SG), präleptotäne 
Spermatozyten (Pl), leptotäne Spermatozyten (L), zygotäne Spermatozyten (Z), pachytäne 
Spermatozyten (P), diplotäne Spermatozyten (D), sekundäre Spermatozyten (II), runde Spermatiden 
(Sa/1-3), elongierende/elongierte Spermatiden (Sb-Sd/4-8). (Abbildung modifiziert nach [26, 47]) 
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1.2 Spermien-Epigenom 

Der Begriff der Epigenetik umfasst Veränderungen der Genfunktion, die mitotisch und/oder 

meiotisch vererbbar sind und keine Veränderung der DNA-Sequenz zur Folge haben [48, 49]. 

Das Epigenom steht für die Gesamtheit der epigenetischen Veränderungen innerhalb des 

Genoms und umfasst DNA-Methylierungen, posttranslationale Modifikationen (PTMs) von 

Histonen und RNA-assoziierte Beeinflussung der Genexpression durch ncRNAs (non coding 

RNAs) [50, 51]. Die Bedeutung von epigenetischen Regulationsmechanismen werden 

insbesondere am einzigartigen Epigenom von Spermien deutlich, welche im Zuge der 

Spermatogenese und der damit einhergehenden Umstrukturierung des Chromatins essentiell 

sind (s. 1.2.1 und 1.2.2), [52, 53].  

 

1.2.1 Chromatinumstrukturierung in männlichen Keimzellen 

Die DNA von Säugetierspermien ist die am stärksten kondensierte eukaryotische DNA, was 

auf die Umstrukturierung des Chromatins während der Spermatogenese zurückzuführen ist 

[21, 54–57]. Diese Neuordnung des Chromatins erfolgt durch den Prozess des 

Histon-Protamin-Austausches, bei dem zunächst über Histonvarianten, Transitionsproteine 

(TNPs) und abschließend durch Protamine nahezu alle Histone ersetzt werden [1, 16, 18, 20, 

21, 55, 57]. Bei Menschen werden ca. 85% und bei Mäusen ca. 95% aller Histone durch 

Protamine ausgetauscht, sodass der Austausch auch als unvollständig bezeichnet werden 

kann [58–60]. Die regulatorischen Funktionen dieser verbliebenen Histone, die durch 

posttranslationale Modifikationen (PTM) bedingt sind, spielen eine zentrale Rolle in der 

Spermatogenese, insbesondere bei der Umgestaltung des Chromatins und der 

epigenetischen Regulierung von Genen während der Spermiendifferenzierung oder sogar in 

der frühen Embryogenese [59, 61]. 

 

Zu Beginn der Spermatogenese und in somatischen Zellen liegt die DNA mit sog. 

Nukleosomen assoziiert vor, welche die vier kanonischen Histone (H2A, H2B, H3 und H4) und 

das Linker-Histon H1 beinhalten [21, 54–57, 62]. Duplikate der vier kanonischen Histone 

formen ein Oktamer bzw. den Nukleosomkern, um den ~ 147 bp DNA gewunden sind [62]. 

Neben den kanonischen Histonen gibt es zahlreiche Histonvarianten, welche die kanonischen 

Histone im Oktamer ersetzen und so zur Umgestaltung des Chromatins beitragen [20, 55, 63]. 

Zudem können einzelne Aminosäuren der Histone durch entsprechende Enzyme 

posttranslational modifiziert werden, was zu einer Beeinflussung der Stabilität der Nukleosome 

und Histon-DNA Interaktion führt [55, 62–64]. Im Verlauf der Spermatogenese werden die 

beschriebenen kanonischen Histone durch testisspezifische Histonvarianten ersetzt [20, 55, 

56]. Des Weiteren findet die Hyperacetylierung von Histonen statt, welche eine Neutralisierung 
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der positiv geladenen Lysine bewirkt, wodurch die Interaktion zwischen negativ geladener 

DNA und positiv geladenem Lysin verloren geht [20, 55, 56, 62]. Somit wird aus dem dicht 

gepackten Heterochromatin das „lockere“ und leicht zugängliche Euchromatin [62, 65]. Neben 

der Acetylierung unterstützen auch Ubiquitinierung, Methylierung und Phosphorylierung den 

Wechsel der Histone zu den Protaminen [60, 64, 66]. Bevor es allerdings zum Einbau der 

Protamine kommt, werden Transitionsproteine rekrutiert und ersetzen die testisspezifischen 

Histonvarianten [67, 68]. Postmeiotisch werden anschließend die für Mensch und Maus 

bekannten Protamine, Protamin 1 und Protamin 2 eingebaut, welche vor allem über 

Disulfidbrückenbildung zur Kondensation des Chromatins beitragen [20, 50]. Die 

Chromatin-Umstrukturierung mit Protamin-Toroiden führt zu einer extremen Kondensation 

(Hyperkondensation) und Verkleinerung des Zellkerns, wobei die verbliebenen Histone mit 

PTMs Solenoide ausbilden [60, 69] (Abb. 6). Durch die dichte Packung des Chromatins wird 

zum einen die Integrität der Spermien-DNA gewährleistet und zum anderen die 

transkriptionelle Aktivität eingestellt [18, 70]. 
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Abbildung 6: Chromatin-Kondensation und Epigenetik in Spermien. 

Durch den Histon-Protamin-Austausch wird ein Großteil der Histone durch Protamine ersetzt. Diese 
werden zusammen mit der DNA zu Toroiden verwunden, welche am Matrixbindungsbereich befestigt 
sind. Die verbliebenen Histone bilden Solenoide aus und besitzen Modifikationen wie Methylierung 
(CH3) oder Acetylierung (Ac). DNA-Methylierungen lassen sich insbesondere mit Blick auf 
Imprinting-Gene auch an der DNA finden. Spermien enthalten außerdem noch nichtkodierende RNAs 
(ncRNAs). (Abbildung modifiziert nach [69]) 
 

1.2.2 Histonmodifikationen  

Histone sind durch ihre PTMs einer der Schlüsselmechanismen in Bezug auf die Kontrolle von 

Genexpression und die Beeinflussung der Chromatinstruktur [62, 64, 71]. Dies wird auch unter 

dem Begriff des Histon-Codes zusammengefasst [62, 64, 71]. Zudem sind Histon-

modifikationen (PTMs) epigenetische Markierungen, welche auch an Nachkommen 

weitergegeben werden können [61, 64, 70]. Auch mit Blick auf den Histon-Protamin-Austausch 

(s. 1.2.1) konnte gezeigt werden, dass Modifikationen wie Acetylierung, Methylierung, 

Ubiquitinierung und Phosphorylierung ihren Teil zu einer erfolgreichen Umstrukturierung des 

Chromatins beitragen [60]. Über massenspektrometrische Untersuchungen an murinem und 

humanem Probenmaterial konnten verschiedenste PTMs von Histonen in den Phasen der 

Spermatogenese und in reifen Spermien identifiziert werden, wobei humane und murine 

Spermien ein hohes Maß an übereinstimmenden PTMs für die Kernhistone H3 und H4 zeigten 

[59, 60, 72–74]. In Bezug auf die Spermienqualität bei Männern konnte gezeigt werden, dass 

sich unterschiedliche Profile von PTMs beim Vergleich zwischen normozoospermischen und 

von der Norm abweichenden Proben finden lassen [72, 74]. Dementsprechend könnten 

Veränderungen der Histon-PTMs für eine normale Spermienfunktion und damit auch für die 

männliche Fertilität von Bedeutung sein [60, 72, 74–76]. 

 

Im weiteren Verlauf sind die Ausführungen auf Histon-Acetylierungen und -Methylierungen 

beschränkt, da diese im Fokus der beschriebenen Erkenntnisse und dieser Arbeit standen. 

 

1.2.2.1 Acetylierung 

Die Acetylierung von Histonen wird von zwei Enzymgruppen beeinflusst, wobei 

Histon-Acetyltransferasen (HATs) Acetylgruppen hinzufügen und Histon-Deacetylasen 

(HDACs) diese wieder entfernen können [71, 77, 78] (Abb. 7). Einige prominente Vertreter der 

HATs sind zum Beispiel general control non-depressible 5 (GCN5) bzw. lysine 

acetyltransferase 2a (KAT2A), E1A binding protein p300 (EP300), CREB binding protein 

(CBP) oder auch HIV-1-Tat-interactive protein 60 kDa (TIP60) bzw. KAT5 [79, 80]. Bei den 

konträren HDACs zählen neben den gleichnamigen HDACs (1-11) noch die Sirtuine SIRT (1-7) 
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HATs HDACs 

Heterochromatin 

Euchromatin 
downstream 
Signalwege 

Transkriptionsmaschinerie 

zu den bekanntesten Mitgliedern dieser Enzymgruppe [81, 82]. Die reversible Acetylierung von 

Lysinresten an den N-terminalen Schwänzen der Histone im Nukleosomkern spielt eine 

wichtige Rolle bei einigen biologischen Prozessen, wie Genexpression, 

Chromatinumstrukturierung, Zellzyklus- und Proteinqualitätskontrolle [59, 78, 83]. Auch die 

Spermiogenese und insbesondere der Histon-Protamin-Austausch kommt ohne die 

Acetylierung von Histonen nicht aus (s. 1.2.1), [55, 77]. Es kommt sogar zu einer 

Hyperacetylierung der Lysinreste von Histon H4 (H4K5ac, H4K8ac, H4K12ac, H4K16ac), die 

einerseits, wie bereits in Abschnitt 1.2.1 beschrieben, zu einer ladungsbedingten Schwächung 

der Bindung zwischen Histonen und DNA führt. Andererseits ermöglicht diese Acetylierung die 

Bindung von Proteinen der Bromodomänen- und extraterminalen (BET)-Familie, die daraufhin 

nachgeschaltete Signalwege zur Chromatinumstrukturierung oder zur posttranslationalen 

Modifikation weiterer Histone aktivieren können [55, 62, 71, 78] (Abb. 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 7: Chromatin-Zustandsänderung durch Histon-Acetylierung 

und -Deacetylierung.  

HAT-vermittelte Acetylierungen und damit einhergehende Veränderung der Ladungen resultieren in 
einer Lockerung des Chromatins (Euchromatin), wodurch der Transkriptionsmaschinerie der Zugang 
zur DNA ermöglicht wird. Zudem können die Acetylierungsmarkierungen von Proteinen mit 
Bromodomänen (BRD) wie z.B. BRDT erkannt werden und somit auch nachgeschaltete (downstream) 
Signalwege aktivieren. Für die Auflösung dieses Zustandes sorgen HDACs, die Acetylgruppen 
entfernen und infolgedessen zum Zustand des Heterochromatins beitragen.  
(Abbildung modifiziert nach [78]) 
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Zur BET-Familie gehört auch das Bromodomain testis-specific protein BRDT, welches mit zwei 

Bromodomänen spezifisch an die hyperacetylierten H4 Histone binden und u.a. den Austausch 

zwischen Histonen und Transitionsproteinen vermitteln kann [69, 84, 85]. Der Verlust von Brdt 

bei entsprechenden Ko-Mäusen führte zu sterilen Männchen, da es nach der meiotischen 

Prophase zu einem Stopp der Spermatogenese kam und keine post-meiotischen Zellen 

gebildet werden konnten [59, 64, 86]. Auch für die Fertilität des Mannes scheint BRDT von 

Bedeutung zu sein, da Unterschiede in Bezug auf die BRDT mRNA-Level und Expression 

zwischen fertilen und subfertilen Männern gefunden werden konnten [87, 88]. 

 

1.2.2.2 Methylierung  

Histon-Methylierungen finden vor allem an den Kernhistonen H3 und H4 statt, wobei 

S-Adenosylmethionin (SAM) die nötige Methylgruppe (CH3) liefert [59, 89, 90]. Diese kann 

über Histon-Methyltransferasen (HMTs) zu Lysin- und Argininresten der Histone transferiert 

werden [59, 90]. Die Vertreter der Klasse der HMTs werden, abhängig von ihren funktionellen 

Domänen und ihrer Aminosäuren-Spezifität, in drei Familien unterteilt: die 

SET-Domänen-Histonmethyltransferasen, die Dot1-like Histonmethyltransferasen und die 

Protein-Arginin-Methyltransferasen (PRMTs) [91, 92]. Über den Transfer von Methylgruppen 

können Lysinreste mono-, di- und trimethyliert und Arginin-Reste mono- und dimethyliert 

werden [59, 92, 93]. Bei der Methylierung von Histonen handelt es sich um einen reversiblen 

Prozess, bei dem das Entfernen von Methylgruppen durch die Gruppe der Histon-

Demethylasen (HDMs) katalysiert wird [59, 94, 95]. Da Histon-Methylierungen sowohl mit 

transkriptioneller Aktivität als auch mit transkriptioneller Repression in Verbindung gebracht 

werden können, spielt der Begriff des bivalenten Chromatins eine entscheidende Rolle [59, 

96]. Liegen in einem Bereich des Chromatins sowohl aktivierende Histon-Methylierungen 

(H3K4, H3K36, H3K79, H3R17), als auch reprimierende Histon-Methylierungen (H3K9, 

H3K27, H4K20, H3R8) vor, spricht man von bivalentem Chromatin [59, 96, 97]. Histon-

Methylierungen stellen eine der am besten erforschten PTMs von Histonen dar und sind in 

Prozesse der Chromatinumstrukturierung, Zugänglichkeit des Chromatins und Genexpression 

involviert [64, 98, 99]. Dementsprechend sind Histon-Methylierungen auch während der 

Spermatogenese und insbesondere mit Blick auf den Histon-Protamin-Austausch von großer 

Bedeutung [59, 100].  

 

Generell konnten eine Vielzahl von Histon-PTMs während der Spermatogenese von Mäusen 

und Männern entdeckt werden [60, 101]. So treten zum Beispiel H3K79 Methylierungen bei 

Mensch und Maus zeitgleich mit der Hyperacetylierung von H4 auf und tragen zum offenen 
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Chromatin bei [102, 103]. Zudem ist für den normalen Verlauf der Spermiogenese beim Mann 

die richtige Methylierung und Demethylierung von H3K9 von Bedeutung [72, 104]. 

 

1.3 Protamine 

Bei Protaminen handelt es sich um kleine basische Proteine, die während der Spermiogenese 

durch das Ersetzen der Histone zur Hyperkondensation des Chromatins beitragen, was in 

transkriptioneller Inaktivität und dem Schutz des paternalen Genoms resultiert [68, 105, 106]. 

Bei Säugetieren lassen sich zwei Typen von Protaminen finden, Protamin 1 (P1) und die 

Protamin 2 (P2) Familie, welche den Großteil der Kernproteine in Spermien darstellen [57, 

105–107]. P1 lässt sich bei allen Säugetieren nachweisen, wohingegen P2 in Primaten, den 

meisten Nagetieren und in einer Untergruppe der höheren Säugetiere (Plazentatiere), 

vorzufinden ist [106, 108, 109]. In Mensch (Homo sapiens) und Maus (Mus musculus) sind 

Protamin 1 und Protamin 2 in einem Gencluster auf Chromosom 16 codiert, wobei die 

Protamin-Gene jeweils aus zwei Exons bestehen, die durch ein Intron voneinander getrennt 

sind [70, 105, 110–113]. Bei Primaten, Mäusen, Ratten und einigen weiteren Säugetierspezies 

konnte ein viertes Gen zwischen Prm2/PRM2 und Tnp2/TNP2 identifiziert werden, welches 

als gene-4 oder Protamin 3 bezeichnet wird [114–116]. Die Steuerung der Genexpression 

erfolgt über die regulatorischen Elemente der 5`-Region mit cAMP-response element (CRE), 

TATAbox und catabolite activator protein (CAP)-site und der 3´-Region mit 

Polyadenylierungssignal, sowie diverse Transkriptionsfaktoren [112, 113] (Abb. 8). Die 

Transkription beider Gene beginnt bereits in runden Spermatiden, wobei die mRNA zunächst 

in zytoplasmatischen Ribonucleoprotein-Partikeln gelagert und erst mit der Elongation der 

Spermatiden translatiert wird [117–119]. Die Prm1/PRM1 Expression führt auf direktem Weg 

zu einem „reifen“ Protamin 1-Protein, wohingegen die Prm2/PRM2 Expression zunächst in 

einem Vorläufer des „reifen“ Protamin 2 resultiert, welcher vor der Bindung mit der DNA 

prozessiert werden muss [105, 106, 109]. Aufgrund ihres hohen Anteils an positiv geladenen 

Aminosäuren (Mensch: ~ 48%), insbesondere Arginin, können Protamine die negativ geladene 

DNA binden und zudem über Cysteine Disulfidbrücken ausbilden, was die Hyperkondensation 

des Chromatins bewirkt [105, 106, 120, 121]. Protamine lassen sich mit einer 

speziesspezifischen Ratio an der DNA finden, wobei die Protamin-Ratio aus dem Verhältnis 

PRM1:PRM2 gebildet wird [70, 122, 123]. Im Menschen teilen sich Protamin 1 und Protamin 

2 etwa zu gleichen Teilen die Bindung an die DNA [70, 122]. Bei Mäusen liegen die Anteile 

von PRM1:PRM2 bei ~1:2 [122]. Zudem konnte für Menschen auf transkriptioneller und 

translationaler Ebene gezeigt werden, dass eine Verschiebung der Verhältnisse mit 

männlicher Sub- und Infertilität assoziiert ist [68, 121, 124]. Die essentielle Rolle der Protamine 

für die männliche Fertilität wurde auch durch verschiedene Mausmodelle eindrucksvoll 
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bestätigt [125–128]. Anhand von CRISPR/Cas9 generierten Prm2-defizienten Mäusen konnte 

gezeigt werden, dass der Verlust von beiden Prm2-Allelen zur Infertilität führt, jedoch keine 

Haploinsuffizienz vorliegt [125]. Eine Analyse der Spermien zeigte, dass die Spermien der 

Prm2+/--Böcke keine pathomorphologischen Effekte aufwiesen, wohingegen die Spermien der 

Prm2-/--Böcke fragmentierte DNA, zerstörte Spermienmembranen und komplette Immotilität 

zeigten [125]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 8: Protamin-Gencluster und Translation. 

Die Gene für Protamin 1, Protamin 2 und Transitionsprotein 2 liegen bei Mensch und Maus zusammen 
mit der Sequenz gene 4 oder auch Prm3/PRM3 genannt in einer Schleifendomäne auf Chromosom 16 
[115, 116]. Neben regulatorischen Elementen (reg. Elemente) steuern Transkriptionsfaktoren die 
Genexpression. Nach dem Spleißen der jeweiligen Transkripte und der Translation liegt für Protamin 2 
zunächst ein Vorläuferprotein vor, das durch Prozessierung zum „reifen“ Protamin 2 wird. Protamin 1 
wird direkt und ohne Vorläufer exprimiert. (Abbildung modifiziert nach [106]) 
 

1.4 Oxidativer Stress und männliche Fertilität 

Unter normalen physiologischen Bedingungen in aeroben Organismen besteht ein 

Gleichgewicht zwischen endogenen Oxidantien und ihren Gegenspielern, in Form von 

Antioxidantien und antioxidativen Enzymsystemen wie Dismutasen, Katalasen oder 

Peroxidasen [129, 130]. Oxidativer Stress bezeichnet dementsprechend die Imbalance 

zwischen der Produktion von Oxidantien wie freien Radikalen oder reaktiven 

Sauerstoffspezies (ROS) und der Fähigkeit, diese durch Antioxidantien oder entsprechende 

Enzyme zu neutralisieren [129, 131, 132]. ROS sind äußerst reaktionsfreudig und können 
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daher bei einem Übermaß zu Zellschäden führen [129, 130, 132]. Durch die Reaktion von ROS 

mit DNA entsteht z.B. 8-Hydroxy-2-Deoxyguanosin (8-OHdG), welches als Biomarker für 

oxidativen Stress gilt und letztlich zu DNA-Strangbrüchen führen kann [131, 133]. Infolge der 

DNA-Strangbrüche kommt es auch zu Veränderungen der Histone und deren Modifikationen 

[134–136]. Ein Beispiel dafür, ist die Phosphorylierung von Serin 139 am Histon H2A.X, 

welches anschließend als γH2A.X bezeichnet wird und einen Marker für entstandene 

Doppelstrangbrüche (DSBs) darstellt [135–137].  

 

In Bezug auf die männliche Fertilität spielen ROS eine essentielle Rolle bei der Regulierung 

verschiedenster Prozesse wie Spermienreifung (Kapazitation) und Hyperaktivierung, 

Akrosom-Reaktion oder der eigentlichen Befruchtung [129, 132]. Jedoch konnte auch gezeigt 

werden, dass ein zu hohes Level an ROS (Oxidativer Stress) zu männlicher Infertilität beiträgt 

[129, 133, 138–140]. Bei Vorliegen von DNA-Strangbrüchen im Spermatozoon aufgrund von 

oxidativem Stress und nach erfolgreicher Befruchtung werden die Auswirkungen in der Regel 

am 3. bis 5. Tag nach der Befruchtung sichtbar, da in diesem Zeitraum die Aktivierung des 

paternalen Genoms erfolgt [141, 142]. Die Befruchtung mit DNA-geschädigten Spermien kann 

zu einer verminderten Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Schwangerschaft, fehlerhafter 

Embryogenese oder Missbildungen führen, was als late paternal effect bekannt ist 

[133, 141, 142]. 

 

1.5 Spermatogenesestörungen und genassoziierte Fertilitätsprobleme 

Wenn bei einem sexuell aktiven und nicht verhütenden Paar innerhalb eines Jahres keine 

Schwangerschaft eintritt, gilt dieses laut der World Health Organization (WHO) als infertil [143]. 

Ungefähr 15% aller Paare sind betroffen, wobei bei 45-50% dieser Paare männliche 

Infertilitätsfaktoren eine Rolle spielen und letztlich etwa 7% aller Männer weltweit als infertil 

diagnostiziert werden [144, 145]. Eine verminderte männliche Fertilität (Subfertilität) oder 

Infertilität spiegelt sich meistens durch Störungen der Spermatogenese wider, welche 

vielfältige Ursachen haben können und in verminderter Spermienquantität und -qualität 

resultieren [19, 146, 147]. Zudem ist zu erwähnen, dass männliche Infertilität in 30% aller Fälle 

idiopathisch ist und die Varikozele als häufigste Ursache gilt, aber auch die Unfähigkeit zur 

Erektion (erektile Dysfunktion) eine Rolle spielt [148–151].  

 

Zur Beurteilung der Fertilität eines Mannes wird zunächst anhand eines Spermiogramms die 

Qualität des Ejakulates beurteilt und bei Azoospermie, Verdacht auf carcinoma in situ oder 

unklaren Befunden, eine histologische Untersuchung des Hodengewebes über eine 

Hodenbiopsie veranlasst [19, 24]. Die Analyse des Ejakulates mittels Spermiogramm verläuft 
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nach den Richtlinien der WHO, wobei diese neben den zu untersuchenden Parametern auch 

die jeweiligen Grenzwerte vorgibt [152] (Tabelle 1). Neben Parametern wie Morphologie, 

Gesamtspermienzahl, Spermienkonzentration oder Motilität werden auch der pH-Wert oder 

die Zink- und Fruktose-Konzentrationen im Ejakulat erfasst [152]. Abhängig von den 

Abweichungen kann das analysierte Ejakulat über die entsprechende Terminologie 

(Tabelle 2) kategorisiert werden [17, 152]. 

Tabelle 1: Untere Grenzen der Referenzwerte (5%-Perzentilen und ihre 

95%-Konfidenzintervalle) für Ejakulatparameter. 

 

Parameter (Einheit) Unterer 

Grenzwert 

Volumen der Samenflüssigkeit 1,5 (1,4 – 1,7) 

Gesamtspermienzahl (106 pro Ejakulat) 39 (33 – 46) 

Spermienkonzentration (106/ml) 15 (12 – 16) 

Gesamtmotilität (progressiv und nichtprogressiv, %) 40 (38 – 42) 

Progressive Motilität (%) 32 (31 – 34) 

Vitalität (lebende Spermatozoen, %) 58 (55 – 63) 

Spermienmorphologie (normale Formen, %) 4 (3,0 – 4,0) 

Andere Grenzwerte nach Konsensus Grenzwert 

pH > 7,2 

Peroxidase-positive Leukozyten (106/ml) < 1,0 

MAR-Test (motile Spermatozoen mit gebundenen Partikeln, %) < 50 

Immunobead – Test (motile Spermatozoen mit gebundenen Beads, %) < 50 

Zink in der Seminalflüssigkeit (µmol/Ejakulat) > 2,4 

Fruktose in der Seminalflüssigkeit (µmol/Ejakulat) > 13 

Neutrale Glukosidase in der Seminalflüssigkeit (mU/Ejakulat) > 20 

*Tabelle entnommen aus [152]. 

 

Männer, deren Spermiogramm-Parameter von der Norm abweichen, werden in der Folge 

aufgrund der Annahme einer eingeschränkten Fruchtbarkeit als subfertil bezeichnet. Es wird 

angenommen, dass einer von 20 Männern subfertil ist [153]. Die Zeugungsfähigkeit dieser 

Männer kann grundsätzlich erhalten sein, bleibt der Kinderwunsch unerfüllt [153, 154]. Bei 

Ejakulaten, die nicht der Normozoospermie zugeordnet werden können, lässt sich am 

häufigsten der Befund der Oligoasthenoteratozoospermie (OAT-Syndrom) feststellen [19, 153, 

155]. Histologisch zeigen Testis-Querschnitte von Männern mit OAT-Syndrom eine bunte 

Atrophie [19]. Diese äußert sich durch das simultane Auftreten von normaler Spermatogenese 
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(NSP) und unterschiedlichen Spermatogenesedefekten wie Spermatogenesearresten auf 

Stufe der runden Spermatiden, Spermatozyten oder Spermatogonien und Germinalzellaplasie 

(auch: Sertoli-cell-only [SCO] Syndrom) in benachbarten Samenkanälchen eines 

Testis-Querschnittes [19, 156].  

 

Tabelle 2: Deskriptive Terminologie der Ejakulatwerte.  

Terminologie Beschreibung 

Normozoospermie Gesamtzahl (oder Konzentration) und Prozentsatz 

progressiv motiler und morphologisch normaler 

Spermien oberhalb der Referenzgrenze  

Oligozoospermie Gesamtzahl (oder Konzentration) der Spermien unter 

der Referenzgrenze 

Asthenozoospermie Prozentsatz der progressiv motilen Spermien unterhalb 

der Referenzgrenze  

Teratozoospermie  Prozentsatz morphologisch normaler Spermien unter 

der Referenzgrenze 

Oligoasthenozoospermie Gesamtzahl (oder Konzentration) und Prozentsatz 

progressiv motiler Spermien unter der Referenzgrenze 

Oligoteratozoospermie Gesamtzahl (oder Konzentration) und Prozentsatz 

morphologisch normaler Spermien unter der 

Referenzgrenze 

Asthenoteratozoospermie Prozentsatz progressive motiler und morphologisch 

normaler Spermien unter der Referenzgrenze  

Oligoasthenoteratozoospermie Gesamtzahl (oder Konzentration) sowie prozentualer 

Anteile progressiv motiler und morphologisch normaler 

Spermien unter der Referenzgrenze  

Kryptozoospermie Keine Spermien im nativen Präparat, jedoch im 

Zentrifugat (3000 x g für 15 min)  

Nekrozoospermie Sehr wenige vitale, aber hoher Anteil von immotilen 

Spermien 

Azoospermie Keine Spermien im Ejakulat 

Leukospermie/Pyospermie Leukozyten im Ejakulat oberhalb des Referenzbereichs 

Haemospermie Erythrozyten im Ejakulat 

Aspermie Kein Ejakulat (keine oder retrograde Ejakulation)  

*Tabelle entnommen aus [17]. 
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Neben den durch Histologie und Spermiogramm ermittelten Faktoren konnte gezeigt werden, 

dass auch Unterschiede auf der Ebene der Transkription und Proteinexpression mit der 

Fertilität bzw. Infertilität assoziiert sind [157, 158]. Insbesondere konnten die bei der 

Spermiogenese unabdingbaren Protamine mit Fertiliätsproblemen in Verbindung gebracht 

werden [70, 121, 124, 159–163]. Es wurde nachgewiesen, dass eine Veränderung des 

Protamin-Gehaltes bzw. eine Verschiebung der Ratio zwischen Protamin 1 und 2 in humanen 

Spermien mit Infertilität einhergeht [162, 163]. Vergleichbare Ergebnisse wurden mit Blick auf 

die Analyse der mRNA von Protamin 1 und 2 in Männern erzielt, wobei eine Verschiebung 

dieser Ratio ebenfalls mit reduzierter Fertilität und erhöhter DNA-Fragmentierung korrelierte 

[124, 159–161, 164–167]. Neben den Protaminen sind einige andere Gene und Proteine für 

eine korrekte Spermatogenese, die epididymale Reifung der Spermien, Kapazitation und 

letztlich die Befruchtung einer Eizelle essentiell. Diese wurden vorwiegend durch Studien an 

Modellorganismen, insbesondere an Mäusen (Mus musculus), identifiziert und analysiert, 

wobei die entsprechenden Knockout-Tiere eine Vielzahl von Phänotypen zeigten, die häufig 

mit Infertilität assoziiert waren (Tabelle 3). 

  

Tabelle 3: Bedeutende Gene für die männliche Fertilität und deren Mausmodelle. 

Gen(e) 
vorgeschlagene 

Funktion 
Knockout Phänotyp 

Fertilitäts-

status 
Referenz 

Prm1 und 

Prm2 

(Protamin 1 

und 2) 

Spermien-

Chromatin- 

Kondensation 

Haploinsuffizienz Effekt; 

Spermien mit mutiertem 

Allel sind immotil und 

nicht befruchtungsfähig 

Chimäre 

männliche/

weibliche 

Infertilität 

[126] 

Tnp1 

(Transitionspro

-tein 1) 

Spermien-

Chromatin- 

Kondensation 

Veränderte Spermien 

Morphologie und 

reduzierte Motilität  

Männliche 

Subfertilität 
[168] 

Tnp2 

(Transitionspro

-tein 2) 

Spermien-

Chromatin- 

Kondensation 

Gestörte Spermien-

Chromatin-Konden-

sation, Spermienkopf 

Veränderung und 

reduzierte Motilität 

Männliche 

Subfertilität 
[169, 170] 

H3f3b 

(Histonvariante 

H3.3) 

Transkriptionelle 

Aktivität und 

Mitose in der 

Spermatogenese 

Abnormale Spermien- 

und Testis-Morphologie, 

Veränderung der PTMs 

Männliche 

Infertilität 
[171, 172] 
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Gen(e) 
vorgeschlagene 

Funktion 
Knockout Phänotyp 

Fertilitäts-

status 
Referenz 

Tssk6  

(Testis- 

specific serine

kinase 6) 

Chromatinum-

strukturierung 

Veränderte 

Spermienkopfmorpho-

logie, verringerte 

Chromatin-Kondensation 

und reduzierte Motilität  

Männliche 

Infertilität 
[173] 

CatSper1-4 

(Cation 

channel, 

sperm 

associated  

1-4) 

Spermien-

Motilität und 

Befruchtung 

(Ionenkanal) 

Normale Spermienanzahl 

und -morphologie, 

deutlich reduzierte 

Motilität und Verlust der 

Befruchtungsfähigkeit 

Männliche 

Infertilität 

[34, 174–

176] 

Tekt2 

(Tektin2) 

Biogenese der 

Spermienflagelle, 

Ausbildung der 

Dyneinarme im 

Axonem  

Deutliche 

Motilitätsdefekte, 

Biegung und Dyskinesie 

der Spermienflagelle 

Männliche 

Infertilität 
[177] 

Spem1  

(Sperm 

maturation 1) 

Entfernen des 

Spermatiden- 

Zytoplasmas 

Deformierte 

Spermienköpfe und 

Flagelle, Gestörte 

Spermiogenese 

Männliche 

Infertilität 
[178] 

Ccna1  

(Cyclin A1) 

Zellzyklusregulier

ung  

Erhöhte Apoptose in 

Keimzelle, Arrest in 

Prophase I der Meiose 

Männliche 

Infertilität 
[179] 

Dazl  

(Deleted in 

azoospermia-

like) 

Keimzellprolifera- 

tion und  

-differenzierung 

Azoospermie; wenige 

Spermatogonien treten in 

die Meiose ein und bei 

Eintritt Arrest in 

pachytäner Phase 

Männliche 

und 

weibliche 

Infertilität 

[180] 

*Tabelle modifiziert nach [181]. 

 

Entgegen dem in Tabelle 3 aufgeführten Prm2-Mausmodell gelang es der Kooperationsgruppe 

des Instituts für Pathologie, Abteilung für Entwicklungspathologie der Rheinischen 

Friedrich-Wilhelms-Universität Bonn unter der Leitung von Prof. Schorle ein über 

CRISPR/Cas9 generiertes Prm2-Mausmodell zu etablieren, bei dem keine Haploinsuffizienz 
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vorliegt [125]. Die männlichen Mäuse der Linie B6.B6D2F2-Prm2em1Hsc sind erst infolge des 

Verlustes beider Prm2-Allele infertil und dienen in dieser Arbeit als Modellorganismus [125]. 

 

1.6 Ziele der Arbeit 

Die beiden Protamine in murinen und humanen Spermien sind essentiell für die 

Hyperkondensation des Chromatins und den Erhalt der DNA-Integrität. Im Zuge des Histon-

Protamin-Austausches verdrängen sie 90-95% der an die DNA gebundenen Histone [70, 106, 

125]. Den verbliebenen Histonen wird vor allem aufgrund ihrer Möglichkeit der epigenetischen 

Regulation über posttranslationale Modifikationen (PTMs) eine gewisse Relevanz 

zugeschrieben [60, 70]. Die Bedeutung der Histon-PTMs in der Spermatogenese wurde unter 

anderem von Luense et al. durch eine umfassende Studie zu Histon-PTMs in Keimzellen von 

Maus und Mann aufgezeigt [60]. Da in dieser Studie ausschließlich Spermien von fertilen 

Mäusen und Männern analysiert wurden, ist es von Interesse, inwiefern es zu Veränderungen 

des Histon-PTM-Profils bei sub-/infertilen Spermien kommt. Darüber hinaus wird in dieser 

Arbeit die speziesspezifische Protamin-Ratio als einer der bekanntesten Faktoren für die Sub- 

und Infertilität bei männlichen Vertretern der jeweiligen Spezies in die Fragestellung 

einbezogen [70, 124, 125]. Über ein Mausmodell mit Prm2-Defizienz konnte gezeigt werden, 

dass eine abweichende Protamin-Ratio, infolge des Verlusts von Prm2, nicht nur zu einer 

gestörten DNA-Hyperkondensation, sondern auch zu DNA-Schäden und diversen sekundären 

Defekten in Bezug auf Morphologie und Motilität führte [125]. Vergleichbare Defekte traten 

auch bei Spermien von subfertilen Männern mit abweichender Protamin-Ratio auf [124, 182, 

183], wodurch die Fragen aufkamen, inwieweit die Situation der Prm2-defizienten Mauslinie 

der von subfertilen Männern entspricht, welche Faktoren und Mechanismen derartige Defekte 

hervorbringen und wie sich das Muster von epigenetischen Modifikationen (Histon-PTMs) im 

Zuge der murinen und humanen Spermatogenese unter solchen Umständen verändert. Zur 

Beantwortung dieser Fragen wurden verschiedene murine und humane Proben über 

Immunfärbungen, ELISAs, qPCR-Versuche, Immunoblot und Massenspektrometrie (MS) 

untersucht. Ziel der Arbeit war es, über die genannten Methoden Aufschluss über die Ursachen 

einer mit Prm2/PRM2 assoziierten, verminderten Fertilität bei Mäusen und Männern zu 

bekommen und die Auswirkungen auf posttranslationale Histonmodifikationen im Laufe der 

Spermatogenese zu analysieren. 
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2. Material 

2.1 Gebrauchswaren 

 Gebrauchsware Hersteller 

Autoklavier-/Vernichtungsbeutel  Sarstedt  

Dako Pen Dako 

Deckgläschen 24x50 mm R. Langenbrinck 

Falcon 15 ml/50 ml Greiner Bio One 

Färbekammer Carl Roth 

Gelelektrophoresekämme Peqlab 

Gelelektrophoreseschlitten Peqlab 

Gewebeband, Durapore  3M 

Glaswaren Schott AG 

Handschutz/Hitzeschutz neoLab 

Immersionsöl, Immoil-F30CC Olympus 

Immuno (PAP) Pen  Merck/Calbiochem 

Mikrotomklingen A. Hartenstein 

Nitrilhandschuhe Größe L B Braun 

Objektträger (SuperFrost Plus) R. Langenbrinck 

Parafilm „M“ Heathrow Scientific 

Petrischale Greiner Bio One 

Pipette, 0,5-10 µl Eppendorf 

Pipette, 0,5-5 ml  Eppendorf 

Pipette, 10-100 µl Eppendorf 

Pipette, 100-1000 µl  Eppendorf 

Pipette, 20-200 µl Eppendorf 

Präparierbesteck  Fine Science Tools 

Protein low-binding tubes 1,5 ml Eppendorf 

PVDF-Membran (Immobilon 0,45 µm) Merck Millipore 

Reaktionsgefäße safe-lock 1,5 ml  Sarstedt  

Reaktionsgefäße safe-lock 2 ml  Sarstedt  

Schwamm (Mini Trans-Blot®) Bio-Rad 

Securline Marker II/Superfrost Aspen Surgical 

Standküvette Thermo Fisher Scientific 

Whatman Papiere Bio-Rad 
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2.2 Geräte  

 Gerät Hersteller 

Bioruptor® Pico  Diagenode 

Brutschrank  Memmert 

Einbettautomat TP1050 Leica Biosystems 

Eismaschine  Ziegra 

Elektrophoresekammer Mini PROTEAN® Bio-Rad 

Feinwaage Kern ABJ 220-4NM Kern 

Gefrierschrank (-80°C), 

Herafreeze HFU T Series 

Thermo Fisher Scientific 

Gefrierschrank Comfort GP2433 Liebherr 

Gefrierschrank Economic GSL 1202 (-20°C) BOSCH 

Gefrierschrank Economic GSL 3601 (-20°C) BOSCH 

Geldokumentation BioDocAnalyze Biometra 

Gelkammer  PeqLab 

Gelkammer Mini-Sub cell GTTM mit Gel caster Bio-Rad 

Gourmetgarer Multigourmet  Braun 

Heizblock VLM LS-2 VLM 

Heizplatte Präzitherm 28-1  Störk-tronic 

Inkubations-Kreisschüttler, Pro 3500 VWR 

Kühl/Gefrierkombination FD8610 (+6°C und -20°C) BOSCH 

Kühlschrank Blu Performance Liebherr 

Kühlzentrifuge Heraeus Fresco 21 Thermo Fisher Scientific 

Kühlzentrifuge Mikro 220 R Hettich 

Laborabzug  Wesemann 

LI-COR Westernblotdokumentation Odyssey® Fc 2800  LI-COR 

Magnetrührer RCT B IKA Labortechnik 

Mikroskop (Axioskop 2 mot plus) + Axiocam MRc Zeiss 

Mikroskop (Olympus BX43) Olympus 

Mikroskop H600 LL  Hund 

Mikrowelle Intellowave  LG 

Mikrozentrifuge Al (0,2 ml) Carl Roth 

Mikrozentrifuge Al (1,5 ml) Thermo Fisher Scientific 

Mikrozentrifuge LLG-uniCFUGE 2 LLG Labware 

Milli-Q® Anlage Merck Millipore 
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 Gerät Hersteller 

Paraffinausgießstation EG1150 Leica Biosystems 

pH-Meter seveneasy Mettler Toledo 

PowerPac Universal Power Supply Bio-Rad 

Rotationsmikrotom  Leitz 

Schüttler (Platte) MS3 B IKA Labortechnik 

Schüttler VIBRAX-VXR IKA Labortechnik 

Schwenker SI-1102 Scientific Industries 

Spektrophotometer Nanodrop 1000 PeqLab 

Spektrumsphotometer MultiskanTM GO 1510 Thermo Fisher Scientific 

Sterilbank (MSC Advantage)  Thermo Fisher Scientific 

Stromquelle Power Ease 500 Invitrogen 

Thermocycler CFX 96 Bio-Rad 

Thermocycler Mastercycler Eppendorf 

Thermocycler T 100 Bio-Rad 

Thermomixer C Eppendorf 

Thermoshaker PHMT  Grant Instruments 

Tissue Lyser LT  Qiagen 

Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell Bio-Rad 

Vortexer G560E Scientific Industries 

Vortexer REAQX 2000 Heidolph 

Vortexer Vortex 1 IKA Labortechnik 

Wasserbad neoLab 

Wasserbad W20 (Mikrotom) VWR 

Wasserbad WNB 14 Memmert 

Zählkammer nach Neubauer improved,  

Kammertiefe: 0,1 mm, 0,0025 mm2 

LO-Laboroptik 

Zentrifuge Universal 320 R Hettich 

 

2.3 Chemikalien und gebrauchsfertige Reagenzien 

 Chemikalie/Reagenz Hersteller 

2,5% (v/v) Pferde-Serum  Vector Laboratories 

2-Propanol/Isopropanol Sigma-Aldrich/Merck 

3,5-Diiod-salicylsäure Lithiumsalz (LIS) Sigma-Aldrich/Merck 

30% (w/w) Acrylamide/Bis Bio-Rad 
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 Chemikalie/Reagenz Hersteller 

30% (w/w) Wasserstoffperoxid Chemsolute 

Aceton Carl Roth 

3-Amino-9-ethylcarbazol (AEC)  Dako 

Agarose Standard Carl Roth 

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Sigma-Aldrich/Merck 

Bovine Serum Albumine (BSA)  Sigma-Aldrich/Merck 

Chameleon® Duo pre-stained LI-COR 

cOmpleteTM Mini Proteasehemmer Cocktail Roche 

Coomassie Brilliant Blue G250 Biomol 

Deionisiertes Formamid Carl Roth 

Denhardt-Reagenz Invitrogen 

Diethylpyrocarbonat (DEPC) Carl Roth 

Dextransulfat Natriumsalz Carl Roth 

1,4-Dithiothreitol (DTT) Carl Roth 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Carl Roth 

Eisessig Applichem 

Eosin G  Carl Roth 

Ethanol Carl Roth 

EZBlueTM Gel Staining Reagent Sigma-Aldrich/Merck 

Faramount Aqueous Mounting Medium, Ready to use Dako  

Formalin  Sigma-Aldrich/Merck 

GelRed® Carl Roth 

Glycerol Carl Roth 

Glycin Carl Roth 

Glykogen Carl Roth  

Guanidin-hydrochlorid Sigma-Aldrich/Merck 

Hämalaun nach Meyer Walter-CMP 

Heparin-Natrium-5000 Ratiopharm 

Hoechst 33342/Bisbenzimid H 33342 Sigma-Aldrich/Merck 

Human Testes Total RNA Clontech/Takara 

HyperLadderTM 100 bp Bioline 

iQTM SYBR® Green Supermix Bio-Rad 

Kaliumchlorid Carl Roth  

Laemmli Puffer (4x)  Bio-Rad 

LB-Agar (Lennox) Carl Roth  
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 Chemikalie/Reagenz Hersteller 

Lectin PNA From Arachis hypogaea (peanut),  

Alexa Fluor 488 Conjugate 

Invitrogen 

Levamisol Sigma-Aldrich/Merck 

Lithiumchlorid Sigma-Aldrich/Merck 

Magnesiumchlorid Hexahydrat  Sigma-Aldrich/Merck 

Methanol Labsolute 

Methylenblau Hydrat Sigma-Aldrich/Merck 

Methylgrün Sigma-Aldrich/Merck 

Natriumacetat Carl Roth 

Natriumchlorid Carl Roth 

Natriumhydroxid Carl Roth 

Natriumiodacetat Sigma-Aldrich/Merck 

NBT-BCIP Sigma-Aldrich/Merck 

Nonidet P-40 Carl Roth 

Odyssey® Blocking Buffer LI-COR 

Orange G Carl Roth 

phosphate buffered saline (PBS) Sigma-Aldrich/Merck 

Pertex® mounting medium Leica 

Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich/Merck 

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol Carl Roth 

Salmon Sperm DNA Invitrogen 

Salzsäure (HCl) Sigma-Aldrich/Merck 

Schwefelsäure (H2SO4) Sigma-Aldrich/Merck 

Sodium dodecyl sulfate (SDS) Sigma-Aldrich/Merck 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth 

Trichloressigsäure (TCA) Sigma-Aldrich/Merck 

Trichlormethan/Chloroform Carl Roth 

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat Sigma-Aldrich/Merck 

Tris Carl Roth  

Tris-Hydrochlorid Carl Roth  

Triton X-100 Carl Roth  

Tween-20  Carl Roth 

Urea Carl Roth 

Xylol (Isomerengemisch)  VWR 

Yeast tRNA Invitrogen 
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 Chemikalie/Reagenz Hersteller 

Zitronensäure Monohydrat Sigma-Aldrich/Merck 

β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich/Merck 

  

2.4 Puffer  

Puffer Zusammensetzung 

10x Laufpuffer (SDS) 250 mM Tris, 2 M Glycin. 1% (w/v) SDS, pH 8,3 

10x TNT-Puffer 0,5 M Tris-HCl + 3 M NaCl + 1% (v/v)  

Triton X-100; pH 7,6  

10x Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE)  400 mM Tris, 200 mM Eisessig, 100 mM EDTA, 

pH 8,0 

1x PBSM-Puffer 1x PBS + 5 mM MgCl2-Lösung 

20x SSC-Puffer 0,3 M Tri-Natriumcitrat-Dihydrat, 3 M Natrium-

chlorid, pH 7,0 + Zugabe 1 ml DEPC und ü.N. 

37°C; Folgetag autoklavieren + 5 ml Triton X-100 

5x NTM-Puffer 0,5 M Tris-HCl, 0,5 M NaCl, vor Gebrauch als 

1x NTM, Zugabe von MgCl2-Lösung (4 mM)  

5x Tris Glycin Puffer (Wet Blot) 125 mM Tris, 1,25 M Glycin, 0,5% SDS 

Tris-Urea Puffer 8 M Urea, 2% SDS, 50 mM Tris (pH 8,0), 

105 mM NaCl, 1 mM PMSF, 10 mM DTT,  

1x Protease Inhibitor Cocktail (1 Tablette/ 

100 ml) 

Alkalischer Lyse-Puffer  

(Genotypisierung) 

25 mM NaOH 

0,2 mM dinatrium EDTA, pH 12,0 

Bouin-Lösung 71,43% von Pikrinsäure-Lösung von FLUKA 

(1,3% (w/v) in 1 l ddH2O) 

23,81% von Formalin (37% (w/v) Formaldehyd) 

4,76% von 100% Essigsäure 

Citratpuffer (18 ml A + 82 ml B, auf 1 l 

mit Aqua Bidest auffüllen, pH 6,0) 

Stammlösung A: 21,01 g Zitronensäure 

Monohydrat (Merck) in 1 l Bidest. 

Stammlösung B: 29,41 g Tri-Natriumcitrat-

Dihydrat (Merck) in 1 l Bidest 

Decondensing Mix (Immunhistochemie)  25 mM DTT, 0,2% (v/v) Triton X-100, 200 I.U./ml 

Heparin in 100 ml PBS 
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Puffer Zusammensetzung 

Dekondensationsmix I (DTT) 0,077 g DTT in 10 ml 0,1 M Tris-HCl →  

50 mM DTT 

Dekondensationsmix II (LIS) 0,0396 g LIS + 1 ml 50 mM DTT + 9 ml 0,1 M 

Tris-HCl → 10 mM LIS + 5 mM DTT 

LB-Medium 35 g LB Agar (Lennox) in 1 l dH2O, pH 7,0 

Neutralisierungspuffer 

(Genotypisierung) 

40 mM Tris-HCl, pH 5,0 

Orange G Ladepuffer (6x) 50% 10x TAE-Puffer 

50% Glycerin  

1 Spatelspitze Orange G 

1:1 mit 10x TAE-Puffer für Verbrauch 

PBST 0,1% (v/v) Tween-20 auf 1 l 1x PBS  

Probenpuffer (Protaminextraktion) 0,33 g Urea, 200 µl β-Mercaptoethanol, 50 µl 

Essigsäure (Applichem) 0,2% Methylgrün H2O 

bis 1 ml  

Transferpuffer (SDS) 48 mM Tris, 39 mM Glycin, 20% (v/v) Methanol, 

0,0375% (w/v) SDS in 1 l Aqua dest. 

WHO – Diluent 50 g Natriumbikarbonat (NaHCO3) + 10 ml 

35%iges (Volumen/Volumen) Formalin in 1 l 

Aqua dest. + 0,25 g Trypanblau (Farbindex 

23859); Lagerung bei 4°C; Kristallbildung → 

Lösung vor Gebrauch mittels 0,45-µm-Filter 

filtrieren [152] 

 

2.5 Enzyme und Enzym-Puffer 

Enzym/Enzym-Puffer Hersteller 

10x DNase I Puffer Thermo Fisher Scientific 

2x Rapid Ligation Buffer Promega 

Alkalische Phosphatase aus E.coli Sigma-Aldrich/Merck 

DNase I Thermo Fisher Scientific 

NCO I  Promega 

NOT I  Promega 

Nuklease P1 aus Penicillium citrinum Sigma-Aldrich/Merck 

Proteinase K  Carl Roth 
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Enzym/Enzym-Puffer Hersteller 

RNase A/T1 Mix Thermo Fisher Scientific 

T4 DNA Ligase Promega 

 

2.6 Kits 

Kitname Hersteller 

DIG RNA Markierungskit (SP6/T7) Roche 

OxiSelectTM Oxidative DNA Damage ELISA  

(8-OHdG Quantitation) 

Cell Biolabs 

Plasmid Midi Qiagen  

QIAprep Spin Miniprep Qiagen 

RevertTM Total Protein Stain  LI-COR 

RevertAidTM H Minus First Strand cDNA Synthesis  Thermo Fisher Scientific 

RNeasy® Mini  Qiagen 

VECTASTAIN® Elite ABC HRP  Vector Laboratories 

 

2.7 Primer/Oligonukleotide 

Name Sequenz (5´zu 3´) Produkt- 

größe (bp) 

Zugangsnr. 

m_CatSper1_1_ Fwd 

m_CatSper1_1_Rev 

TTGCAGCATTTGCGTGAGTT 

GGTGGGGATGATGATTCGGG 

199 NM_139301.3 

(Mus musculus) 

h_CATSPER1_2_ Fwd 

h_CATSPER1_2_ Rev 

ACACGATGAGTCCCAGCATC 

GGGAAGTGCTCTGGACGTAG 

362 NM_053054.4 

(Homo sapiens) 

m_Spag16_1_ Fwd 

m_Spag16_1_ Rev 

GCATTGGCTTGTCACCCAC 

ATCGGGAACATTACCGAGCC 

389 NM_029160.3 

(Mus musculus) 

h_SPAG16_1_ Fwd 

h_SPAG16_1_ Rev 

GTCCTGGAAGAGGCGTTGG 

GTAGCCTGTTCTTGGGCCAT 

224 NM_024532.5 

(Homo sapiens) 

m_Actb_374_ Fwd  

m_Actb_374_ Rev 

CCAGCCTTCCTTCTTGGGTAT 

GGGTGTAAAACGCAGCTCAG 

347 NM_007393.5 

(Mus musculus) 

h_ACTB_229_ Fwd 

h_ACTB_229_ Rev 

GATTCCTATGTGGGCGACGAG 

AGGTCTCAAACATGATCTGGGT 

229 NM_001101.5 

(Homo sapiens) 

m_Prm1 149 Fwd  

m_Prm1 149 Rev  

AGATACCGATGCTGCCGCAGCA 

TAGTATTTTTTACACCTTATGGT

GTAT 

149 NM_013637.5 

(Mus musculus) 
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Name Sequenz (5´zu 3´) Produkt- 

größe (bp) 

Zugangsnr. 

Prm2-sg3_Fwd 

(Genotyp.) 

Prm2-sg3_Rev 

(Genotyp.) 

TGCAGCCTCAATCCAGAACC 

 

TGTAGCCTCTTACGAGAGCAG 

Prm2+/+: 220 

Prm2+/-: 123 

+ 220 

Prm2-/-: 123 

 

 

 

NM_008933.2 

(Mus musculus) Protamin 2 Deletion 

91 bp Fwd 

Protamin 2 Deletion  

91 bp Rev 

GAATGAGGAGCCCCAGTGAG 

 

TCTGGGCTCAGCCCTTGCCC 

 

91 

h_PRM1_ 80_Fwd 

h_PRM1_80_Rev 

AAGTCGCAGACGAAGGAGG 

ATCTCGGTCTGTACCTGGGG 

80  

Z46940 

(Homo sapiens) h_PRM2_ 71_Fwd  

h_PRM2_71_Rev 

AAGACGCTCCTGCAGGCAC 

GCCTTCTGCATGTTCTCTTCCT 

71 

m_H3f3a_116_ Fwd 

m_H3f3a_116_ Rev 

ACTTCTGATCCGCAAGCTCC 

CCTCACTTGCCTCCTGCAAA 

116 NM_008210.5 

(Mus musculus)  

m_H3f3b_159_ Fwd 

m_H3f3b_159_ Rev 

ACCGTGGCTCTGAGAGAGAT 

TTCGCTAGCCTCCTGAAGGG 

159 NM_008211.3 

(Mus musculus) 

h_H3.3A_157_ Fwd 

h_H3.3A_157_ Rev 

GTGGCGCTCCGTGAAATTAG 

CCTCACTTGCCTCCTGCAAAG 

157 NM_001379047.1 

(Homo sapiens) 

h_H3.3B_105_ Fwd 

h_H3.3B_105_ Rev 

GCGGTGCTGGTTTTTCGCT 

ATTTTCTTTCACCCAACGCC 

105 NM_005324.5 

(Homo sapiens) 

m_Kat2a_121_Fwd 

m_Kat2a_121_Rev 

GCATTCGAGAGACAGGCTGG 

GCACTGGGGTGTGACTTGAT 

121 NM_001038010.2 

(Mus musculus) 

h_KAT2A_205_Fwd 

h_KAT2A_205_Rev 

ACTCACTTCCCCAAATTCCTGT 

CCAGACTCAGGGAGCTGTTG 

205 NM_021078.3 

(Homo sapiens) 

m_Brdt_133_Fwd 

m_Brdt_133_Rev 

TCTCGGAACGATCAAGGGGA 

AGCCATCGCCACAACTTCAT 

133 NM_054054.2 

(Mus musculus) 

h_BRDT_190_Fwd 

h_BRDT_190_Rev 

GGCAAGAATGCTTCAGGATGTT 

TGCAAGACGCTTAACTCGCT 

190 NM_207189.4 

(Homo sapiens) 

m_Brd4_139_Fwd 

m_Brd4_139_Rev 

CCCCTACTCAGCTGGTCATC 

CCTGCCCTTTACCTGCTTCT 

139 NM_020508.4 

(Mus musculus) 

h_BRD4_146_Fwd 

h_BRD4_146_Rev 

AGATGAAGGGCTTCTCGTCC 

GTGGTGATGATGGTGCTTCTTCT 

146 NM_001379291.1 

(Homo sapiens) 

  

Alle Primer wurden in ddH2O gelöst (100 µM) und für Versuche wurde eine Stammlösung mit 

einer Konzentration von 10 µM erstellt. Die Arbeitskonzentration der Primer belief sich auf  

0,2 µM.  
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2.8 Antikörper  

Antikörper Hersteller/Herkunft Wirtsspezies Ref./Art.- 

Nummer 

8-OHdG Abcam  Maus  Ab48508 

Gamma H2A.X Abcam  Kaninchen  Ab11174 

H3 Abcam  Kaninchen Ab1791 

H3.3S31ph AG Prof. Hake  Kaninchen / 

H3K27ac Abcam Kaninchen Ab4729 

H3K27me1 Abcam Kaninchen Ab194688 

H3K27me3 Abcam  Maus Ab6002 

H3K36me2 Abcam  Kaninchen Ab9049 

H3K36me2 Active Motif Maus 61019 

H3K4me3 Abcam  Kaninchen Ab8580 

H3K79me1 Abcam  Kaninchen Ab2886 

H3K79me3 Abcam  Kaninchen Ab2621 

H3K9ac Abcam  Kaninchen Ab10812 

H3K9me2 Abcam  Maus Ab1220 

H3S10ph Active Motif Maus 39636 

H3S10ph Active Motif Kaninchen 39253 

H4 Abcam Kaninchen Ab7311 

H4K12ac Abcam  Kaninchen  Ab46983 

H4K16ac Abcam  Kaninchen Ab109463 

H4K20me2 Abcam Kaninchen Ab9052 

H4K20me3 Abcam  Kaninchen Ab9053 

H4K5ac Abcam Kaninchen Ab51997 

H4K8ac Abcam Kaninchen Ab15823 

Protamin 1 Briar Patch Biosciences Maus Hup1N 

Protamin 2 Briar Patch Biosciences Maus Hup2B 

Ziege Anti-Kaninchen 

Ig/Biotinyliert 

Dako Ziege E0466 

Ziege Anti-Kaninchen IgG 

(H+L) kreuzadsorbiert sek. 

Antikörper, Alexa Fluor 568 

Invitrogen Ziege A11011 

Ziege Anti-Kaninchen IgG 

(H+L) kreuzadsorbiert sek. 

Antikörper, Alexa Fluor 488 

Invitrogen Ziege A11008 
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Antikörper Hersteller/Herkunft Wirtsspezies Ref./Art.- 

Nummer 

Ziege Anti-Maus 

Ig/Biotinyliert 

Dako Ziege E0433 

Ziege Anti-Maus IgG (H+L) 

kreuzadsorbiert sek. 

Antikörper, Alexa Fluor 568 

Invitrogen Ziege A11004 

Ziege Anti-Maus IgG (H+L) 

kreuzadsorbiert sek. 

Antikörper, Alexa Fluor 488 

Invitrogen Ziege A11001 

 

2.9 Rekombinante Proteine  

   Protein     Spezies Hersteller  

Protamin 1 Mus musculus Briar Patch Biosciences  

Protamin 2 Mus musculus Briar Patch Biosciences  

Protamin 1 Homo sapiens Briar Patch Biosciences  

Protamin 2 Homo sapiens Briar Patch Biosciences  

Histon H3 Homo sapiens Abcam (Ab198757) 

Histon H4 Homo sapiens Abcam (Ab198115) 

 

2.10 Plasmide  

Plasmid Herkunft 

pGEM®-T Easy Vector  Promega 

  

2.11 Bakterienstämme  

Stamm Genotyp 

E.coli JM109 (Promega)  

 

endA1, recA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rk
–, mk

+), 

relA1, supE44, Δ(lac-proAB), [F´traD36, 

proAB, laqIqZΔM15] 

2.12 Antibiotika 

Antibiotikum Finale Konzentration  

Ampicillin (Amp) (Thermo Fisher Scientific) 50 µg/ml 
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2.13 Versuchstiere 

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Tieren handelt es sich um die Mäuselinie 

B6.B6D2F2-Prm2em1Hsc, welche in der von „The Jackson Laboratory“ betriebenen Datenbank 

Mouse Genome Informatics unter der Nummer MGI:5760133 zu finden ist [184, 185]. 

Entsprechend der vorherigen Publikation [125] wurden die Prm2-Mäuse (= Prm2+/+, 

Prm2+/- und Prm2-/-) generiert und charakterisiert. Die Haltung der Mäuse erfolgte in der 

Tierhaltung des Biomedizinischen Forschungszentrums Seltersberg (BFS) unter  

SPF-Bedingungen. Während des Haltungszeitraumes der einzelnen Tiere von mindestens 

acht Wochen gab es keine Versuche, die an den Tieren durchgeführt wurden, sodass der 

Schweregrad der Belastung als SV1 festgelegt wurde. Ergänzend ist zu erwähnen, dass für 

die Tötung zur Organentnahme, die unter der JLU-Meldenummer 719_M 

(Gentechnikrechtliches Aktenzeichen: IV44-53r30.03.UGI118) genehmigt wurde, aufgrund 

des Versuchsvorhabens nur männliche Mäuse verwendet wurden. Die weiblichen Mäuse 

wurden nach Abschluss der Paarungsvorhaben an andere Arbeitsgruppen vermittelt oder als 

überschüssige Tiere euthanasiert. 

 

2.14 Humane Proben 

Alle humanen Proben dieser Arbeit wurden von den Patienten der Klinik und Poliklinik für 

Urologie, Kinderurologie und Andrologie des UKGM (Ethikvoten Ref. Nr.: 95/04 und 146/06) 

sowie vom Hormon- und Kinderwunschzentrum der LMU München (Projektnummer: 23-0684) 

für die Forschung freigegeben. Die Ejakulatanalyse wurde vom Fachpersonal nach den WHO-

Richtlinien (2010) durchgeführt [152]. Von der Norm abweichende Ejakulatproben wurden 

anhand der Hauptparameter des Spermiogramms wie Konzentration, Morphologie und 

Motilität ermittelt. Die erste Gruppe (Fertil) beinhaltete ausschließlich Ejakulatproben, die im 

Bereich der Normwerte lagen, womit von einer Normozoospermie ausgegangen werden 

konnte. In Kombination mit der Erfassung einer Schwangerschaft erwies sich ein Großteil der 

Spermien, für die entsprechende Daten verfügbar waren (28/53), als fertil, was durch eine 

bestätigte Gestation belegt wurde. Die zweite Gruppe (Subfertil) umfasste Ejakulatproben mit 

Oligo-, Astheno-, Teratozoospermie oder deren Kombinationen (s. 8.4 und Tabelle A1) und 

wies mit nur 17,1% (6/35) bestätigten Schwangerschaften, eine Subfertilität auf. Alle humanen 

Spermienproben wurden vor ihrem Einsatz in Experimenten mittels Zentrifugations-

Waschmethode aufbereitet. Dabei wurden sie vom Seminalplasma und dessen Störfaktoren 

gereinigt. Dieser Prozess trug dazu bei, die Qualität der Proben zu verbessern und ihre 

Eignung für nachfolgende Tests und Analysen zu gewährleisten.  

Zusätzlich standen Testis- und Epididymis-Paraffinblöcke für histologische Untersuchungen 

bereit, entnommen von Krebspatienten und in Bouin-Lösung fixiert.
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3. Methoden 

3.1 Arbeiten mit Mäusen 

3.1.1 Genotypisierung 

Zur Bestimmung des Genotyps der Mäuse wurde genomische DNA aus Ohrstanzmaterial 

gewonnen. Die Extraktion der DNA verlief entsprechend der HotSHOT-Methode [186]. Das 

Ohrstanzmaterial wurde mit 45 µl alkalischem Lyse-Puffers versetzt und anschließend für  

30 min bei 95°C aufgekocht. Nach dem Aufkochen wurden die Proben direkt auf Eis (4°C) 

gestellt und nach einer kurzen Abkühlphase mit 45 µl des Neutralisierungspuffers versehen. 

Im Anschluss wurden 2 µl des Ansatzes für eine Polymerase Chain Reaction (PCR) 

verwendet. 

 

Bei der PCR wurde ein 25 µl Ansatz verwendet, welcher neben den 2 µl DNA noch 12,5 µl 

Supermix, 0,5 µl Forward Primer, 0,5 µl Reverse Primer und 9,5 µl dH2O enthielt. Das 

Cycler-Programm war wie folgt:  

95°C 2 min  

95°C 30 s 

60°C 30 s         35x 

72°C  30 s 

72°C 5 min  

4°C  ∞ 

Nach der PCR wurden die PCR-Produkte auf ein 2%iges Agarose-Gel geladen und eine 

Gelelektrophorese bei 120 V (konstant) für 30 min durchgeführt. Da die Primer außerhalb des 

Deletionsbereiches liegen (Abb. 9) ergibt sich für Wt-, Het- und Ko-Mäuse ein 

unterschiedliches Bandenmuster: 

 

TGCAGCCTCAATCCAGAACCTCCTGATCTCCTGGCACCATGGTTCGCTAC(CGA

ATGAGGAGCCCCAGTGAGGGTCCGCACCAGGGGCCTGGACAAGACCATGAACG

CGAGGAGCAGGGGCAGGGGCAAGGGCTGAGCCCAGAGCGCG)TAGAGGACTA

TGGGAGGACACACAGGGGCCACCACCACCACAGACACAGGCGCTGCTCTCGTA

AGAGGCTACA 

Prm2-sg3_fwd (5´-TGCAGCCTCAATCCAGAACC)  Delta 97 bp (Position 51-148):  

Prm2-sg3_rev (5´-TGTAGCCTCTTACGAGAGCAG)  123 bp = PCR-Produkt 

A 
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Abbildung 9: Genotypisierungsprimer und Bandenmuster.  

A: Ausschnitt der Sequenz des Prm2 Gens (220 bp) und des deletieren Abschnitts (97 bp) in blauen 
Klammern. In grau hinterlegt sind die Bereiche der für die Genotypisierungs-PCR verwendeten Primer 
sowie der Sequenz. B: Die Aufnahme einer vollzogenen Gelelektrophorese zeigt das 
genotypspezifische Bandenmuster.  

 

Wt (Prm2+/+) = eine Bande (220 bp); Het (Prm2+/-) = zwei Banden (220 bp und 123 bp); 

Ko (Prm2-/-) = eine Bande (123 bp). Somit ließ sich anhand der Banden der Genotyp der 

jeweiligen Maus bestimmen.  

 

3.1.2 Organentnahme und Spermiengewinnung 

Für die Entnahme der Organe wurden die Mäuse unter Beachtung der tierschutzrechtlichen 

Richtlinien euthanasiert und der Bauchraum freipräpariert. Mittels Präparationsbesteck 

wurden die Testes samt Epididymides entnommen und voneinander separiert. Ein Testis 

wurde umgehend in ein Gefäß mit Fixativ (Bouin-Lösung oder Formalin) eingelegt, 

wohingegen der andere Testis in einem Reaktionsgefäß mittels flüssigen Stickstoffs 

schockgefroren wurde. Die anschließende Lagerung des gefrorenen Testis erfolgte bei -80°C. 

Die Epididymides wurden aufgrund der geringen Spermienanzahl immer paarig verwertet. 

Dafür wurden beide Epididymides in eine Petrischale mit ca. 1 ml 1x PBS gelegt und mehrfach 

nahe der Cauda eingeschnitten. Die Beschränkung auf die Cauda minimiert die unerwünschte 

Kontamination mit zellfreiem Chromatin [187]. Durch leichten Druck nahe der Einschnittstellen 

wurden die Spermien in die Lösung gedrängt. Abschließend für diesen Vorgang wurde die  

1x PBS-Lösung samt den darin enthaltenen Spermien in ein Reaktionsgefäß überführt und in 

flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der so gewonnenen Spermien erfolgte bei 

-80°C. Zur Aufreinigung der Spermienproben für nachfolgende Versuche wurden diese mittels 

der Zentrifugations-Waschmethode gereinigt. Diese Methode bietet die höchste 

Spermienrückgewinnungsrate, was besonders wichtig für die geringe Anzahl muriner 

Spermien war, da sowohl motile als auch immotile Spermien erhalten bleiben [188, 189]. 

Darüber hinaus wurden die aufgereinigten Proben mikroskopisch auf mögliche Kontamination 

mit runden Zellen untersucht. Je nach Reinheit der Proben erfolgte dann ihre Verwendung 

100 bp 

200 bp 

Marker 

Wt Het Ko 

B 
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entweder für Färbungen oder Extraktionen, wobei die reineren Proben bevorzugt für die 

Extraktion eingesetzt wurden. Kam es zu keiner Verwertung der Epididymides zur 

Spermiengewinnung wurden diese für histologische Untersuchungen in ein Fixativ (Bouin-

Lösung oder Formalin) eingelegt. Abschließend wurden die Mäusekadaver fachgemäß 

entsorgt. 

 

3.1.3 Fixierung und Aufblocken  

Die Testes und Epididymides der Mäuse wurden nach der Entnahme sofort in Bouin-Lösung 

oder 3,7%igem Formalin fixiert. Das Gewebe verblieb mindestens 24 Stunden bei 

Raumtemperatur (Bouin-Lösung) oder bei 4°C (Formalin). Anschließend wurden die in Bouin-

Lösung fixierten Gewebe für mindestens 24 Stunden bei Raumtemperatur mit 70%igem 

Alkohol gewaschen, während die Formalin-fixierten Gewebe mit 1x PBS gewaschen wurden. 

Die Gewebe wurden maschinell durch eine aufsteigende Alkoholreihe und Xylol entwässert 

und anschließend in Paraffin eingebettet. Der Einbettautomat TP1050 von Leica folgte dabei 

diesem Schema: 

 

Arbeitsschritte Wiederholung Zeit Lösung Temperatur 

1. Entwässerung 1x 2 h 80% Ethanol RT 

 1x 2 h 96% Ethanol RT 

 3x 3 h 100% Ethanol RT 

2. Klären 1x 1 h Xylol RT 

 2x 45 min Xylol RT 

3. Einbettung 3x 40 min Paraffin 59°C 

 

Zur Vorbereitung auf das Aufblocken wurden entsprechende Ausgießschälchen im 

Brutschrank bei 62°C erwärmt, denn bei dieser Temperatur bleibt das hineingegossene 

Paraffin zunächst flüssig. Zum Aufblocken wurde das Einbettsystem EG1150 von Leica mit 

Kühlplatte (EG1150 C) und die Paraffinausgießstation (EG1150 H) verwendet. Dafür wurde 

die Kühlplatte heruntergekühlt und sämtliche Arbeitsbereiche der Paraffinausgießstation, bis 

auf den Kühlspot, auf 60°C erhitzt. Das in der Kassette eingelegte Gewebe befand sich in der 

Kassettenwanne der Paraffingießstation und wurde zum Aufblocken entnommen. Nach der 

Entnahme wurde der Testis mittels einer Rasierklinge entlang der Querachse in zwei Teile 

geteilt. Bei den Epididymides wurden Caput und Cauda mit der Rasierklinge voneinander 

getrennt. Nach geeigneter Positionierung der Gewebestücke wurden diese in Paraffin 

eingegossen. Abschließend konnte der ausgehärtete Block der Ausgießschale entnommen 

werden. 
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3.2 Arbeiten mit Nukleinsäuren 

3.2.1 Isolierung von RNA 

Zur Analyse der Expression ausgewählter Gene mittels Quantitative real-time PCR (qPCR) 

wurde die Gesamt-RNA aus murinen Testes sowie murinen und humanen Spermien isoliert. 

Zur Verwendung der murinen Testes wurden diese nach dem Auftauen halbiert. Zur Isolierung 

der RNA wurde das RNeasy® Mini Kit von Qiagen, unter Einsatz des Tissue Lysers LT 

(Qiagen) und nach den Angaben des Herstellers, verwendet. Die Beseitigung von 

unerwünschter DNA erfolgte über einen DNase-Verdau auf der Säule. Die isolierte RNA 

wurde in 20 µl (Spermien) oder 30-50 µl (Testes) RNase-freiem Wasser eluiert. Eine 

Konzentrationsbestimmung erfolgte anhand eines Spektrophotometers (Nanodrop). 

Anschließend wurde die RNA umgehend für eine Reverse Transkription (s. 3.2.3) verwendet 

oder bei -80°C gelagert.  

 

3.2.2 Isolierung von DNA 

Zum Einsatz von DNA in einem ELISA wurde diese mittels Phenol/Chloroform Extraktion aus 

epididymalen Spermien isoliert. Dafür wurde das von Anvar et al. publizierte Protokoll 

verwendet [190]. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels Spektrophotometer 

(Nanodrop). Abschließend wurden die DNA-Proben bei -20°C gelagert.  

 

3.2.3 Reverse Transkription 

Zum Umschreiben von RNA in komplementäre DNA (complementary DNA (cDNA)) wurde die 

Methodik der reversen Transkription, mittels RevertAidTM H Minus First Strand cDNA  

Synthesis Kit von Thermo Fisher Scientific, verwendet. Das Enzym RevertAidTM H Minus 

reverse Transkriptase, eine rekombinante M-MuLV (Moloney-Maus-Leukämie-Virus) reverse 

Transkriptase katalysiert den Vorgang der Umschreibung. Die H-Minus-Variante weist 

aufgrund einer Punktmutation in der RNase-H-Domäne keine RNase-H-Aktivität auf, sodass 

sie während der Synthese der Erststrang-cDNA keine RNA aus RNA/DNA-Hybriden verdaut, 

was zu einer hohen Ausbeute an vollständiger cDNA von langen Templates führt. Für eine 

Umschreibung wurde, wenn möglich, 1 µg RNA eingesetzt. War diese RNA-Menge nicht 

verfügbar, wurde das maximal mögliche Volumen von 11 µl der zuvor isolierten RNA in den 

folgenden Ansatz eingebracht:  
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totalRNA (1 µg)      X µl 

Nuklease freies Wasser     11-X µl 

oligo(dT)18 primer (0,5 µg/µl)      1 µl 

Gesamt       12 µl 

 

Der auf Eis pipettierte Ansatz wurde nach dem Mischen für 5 min bei 70°C erhitzt und 

danach umgehend auf Eis abgekühlt. Durch diesen Prozess sollten tertiäre Strukturen 

aufgeschmolzen werden.  

 

Zur Vervollständigung des Ansatzes für eine reverse Transkription wurden folgende 

Reagenzien hinzu pipettiert:  

 

5x Reaktionspuffer     4 µl 

RiboLock Ribonuklease Inhibitor (20 u/µl)  1 µl 

10mM dNTP Mix     2 µl 

RevertAidTM M-MuLV Reverse Transkriptase  1 µl 

Mix       8 µl 

 

Der komplette Ansatz (20 µl) durchlief im Thermocycler folgendes Temperaturprofil: 

Temperatur [°C] Zeit [min] 

37 5 

42 60 

70 10 

4 ∞ 

 

Abschließend wurde die cDNA direkt für eine anschließende Quantitative real-time PCR 

(qPCR) verwendet oder bei -20°C gelagert. 

 

3.2.4 Quantitative real-time PCR 

In dieser Arbeit wurde das SYBR® Green-basierende System zur Analyse der Genexpression 

anhand von entsprechenden cDNA-Proben verwendet. SYBR® ist ein 

Cynin-Fluoreszenzfarbstoff, welcher an doppelsträngige DNA bindet. Ein Anstieg des 

Fluoreszenzsignals korreliert mit dem Anstieg der PCR-Produkte, wobei der Farbstoff nicht 

zwischen spezifischem PCR-Produkt und Nebenprodukten (Primer-Dimeren) differenziert 

[191, 192]. Die Spezifität der Amplifikation wurde weitestgehend durch Exon-Exon junction 

überspannende Primer gewährleistet, da diese nicht mit genomischer DNA hybridisieren. 
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Zudem wurde mit Hilfe der Schmelzkurvenanalyse und dem Auftragen der PCR-Produkte auf 

ein 2%iges Agarose-Gel die Spezifität überprüft. Die mit dem CFX96 Touch Real-time PCR 

Detection System gemessenen Werte (Ct (Cycle Threshold) -Wert) wurden über eine relative 

Quantifizierung (ΔΔCt-Methode) ausgewertet, wobei der Threshold von der Software 

automatisch berechnet wurde [193]. Durch die Subtraktion der Ct-Werte eines nicht regulierten 

„Haushaltsgens“ von den Ct-Werten des Zielgens wurden die Werte normalisiert (ΔCt). Als 

„Haushaltsgene“ zur Normalisierung wurden die Gene CatSper1 und Actb verwendet (s. 2.7). 

Nach der Normalisierung konnte durch die Differenz zweier ΔCt-Werte die differentielle 

Expression berechnet werden (ΔΔCt). Die Werte hierfür entstammten den vorher eingeteilten 

Gruppen wie z.B. Wt gegenüber Het und Ko oder Normozoospermie gegenüber 

Normabweichenden. Letztlich wurde die unterschiedliche Expression als n-fache Expression 

mit n = 2-ΔΔCt dargestellt.  

 

Zur Versuchsdurchführung wurden technische Triplikate auf 96-Well-Platten pipettiert, wobei 

der komplette Ansatz (25 µl) wie folgt zusammengesetzt war: 

 

Reagenz Volumen 

cDNA 2 µl (ca. 25 ng) 

iQTM SYBR® Green Supermix 12,5 µl 

Primer forward 0,5 µl 

Primer reverse 0,5 µl 

Nuklease-freies Wasser  9,5 µl  

 

Das verwendete qPCR-Temperaturprofil war folgendes: 

 

Schritt Temperatur [°C] Zeit  Zyklen 

Initiale Denaturierung 95 5 min 1 

Denaturierung 95 30 s 
 

40 
Annealing 60 30 s 

Elongation 72 30 s 

Abschließende 

Elongation 
72 5 min 1 

Schmelzkure 
55–95; Erhöhung 

um 0,5 

5 s nach jeder 

Erhöhung 
1 

 



Methoden I Alexander Kruse 

 
 - 39 - 

 

3.2.5 PCR-/Primereffizienz 

Alle unter 2.7 gelisteten Primerpaare wurden in Kombination mit einem entsprechenden 

Kontroll-Probenmaterial auf ihre Effizienz getestet. Für Primerpaare, die auf humane Gene 

abzielen, wurde die Human Testes Total RNA von Clontech/Takara verwendet, während für 

murine Gene RNA aus einem Wildtyp-Hoden der untersuchten Mauslinie verwendet wurde. 

Die RNA-Proben wurden für die Reverse Transkription (s. 3.2.3) auf 400 ng/µl eingestellt und 

in cDNA umgeschrieben. Anschließend erfolgte eine qPCR (s. 3.2.4), wobei eine Serie von 

drei Verdünnungsschritten der cDNA mit dem Faktor 10 als technische Triplikate pipettiert 

wurde. Dementsprechend lagen pro Primerpaar neben dem unverdünnten Ansatz 

Verdünnungen der cDNA mit 1:10, 1:100 und 1:1000 vor. Der komplette Ansatz sowie das 

verwendete Tempertaturprofil sind unter 3.2.4 vorzufinden. Nach Abschluss der qPCR wurde 

anhand der Ct-Werte und der Steigung einer entsprechenden Regressionsgeraden die 

Effizienz, welche im Bereich von 80-120% liegen sollte, berechnet [194, 195]. Beispielhaft sind 

in Abb. 10 die aufgetragenen PCR-Produkte (jeweils 1 pro Triplikat) und die Grafik zur 

Steigungsberechnung für CATSPER1 dargestellt. Die dafür genutzte Formel lautet wie folgt: 

Effizienz (%) = (10(-1/Steigung)-1)*100 [194, 195]. Die in dieser Arbeit verwendeten Primer 

(s. 2.7 Primer) wiesen alle eine Primereffizienz im Bereich von 85-105% auf. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 10: Ermittlung der Primereffizienz. 

Gezeigt sind beispielhafte Ergebnisse des Primerpaares h_CATSPER1_2 zur Ermittlung der 
Primereffizienz. A: Das Agarose-Gel zeigt die aufgetragenen PCR-Produkte ausgehend von 
unterschiedlichen Mengen an cDNA (100-10-3). Für alle Ansätze war eine eindeutige Bande mit der 
korrekten Produktgröße von 362 bp zu erkennen. Die Negativkontrolle (-) zeigte keine Bande. 
B: Anhand der Ct-Werte der qPCR und der Verdünnung der cDNA konnte eine Regressionsgerade 
erstellt und die Steigung dieser zur Berechnung der Effizienz in % genutzt werden. 
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3.2.6 Agarose-Gelelektrophorese 

Für die Analyse der PCR-Produkte, sowohl zur Genotypisierung (siehe 3.1.1 Genotypisierung) 

als auch zur Überprüfung ihrer Spezifität, kam die Agarose-Gelelektrophorese zum Einsatz. 

Bei den verwendeten Gelen handelte es sich um 2%ige Agarose-Gele, wofür 2 g Agarose in 

100 ml 1x TAE unter Wärme gelöst wurden. Zur Färbung der Nukleinsäuren wurden dem 

Gemisch noch 3 µl GelRed® hinzugefügt. Nach dem Erhärten des Gemisches und dem 

Entfernen der zuvor eingesetzten Kämme wurden 10-20 µl der zu analysierenden Proben mit 

dem Laufpuffer Orange G (3-5 µl) vermischt und in die jeweiligen Taschen pipettiert. Neben 

den Proben wurde zum Größenvergleich ein DNA-Marker (HyperLadderTM 100 bp) geladen. 

Die Auftrennung der Proben erfolgte bei 120 V für 25-30 min in 1x TAE-Puffer. Zur optischen 

Auswertung wurde das Gel mittels Odyssey® Fc Imager unter Einstellung des 600 nm Kanals 

fotografiert.  

 

3.2.7 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

Für den Nachweis und die Quantifizierung des oxidativen Stressmarkers 

8-Hydroxydesoxyguanosin (8-OHdG) im Testis und in epididymalen Spermien von Mäusen 

wurde ein kompetitiver ELISA-Kit von Cell Biolabs verwendet. Neben den im Kit enthaltenen 

Komponenten wurde Nuklease P1 und Alkalische Phosphatase von Sigma zur Vorbehandlung 

der mittels Phenol/Chloroform Extraktion (s. 3.2.2) gewonnenen DNA verwendet. Im ELISA 

wurden 2 µg der Spermien-DNA und 3 µg der Testis-DNA eingesetzt. Für die korrekte 

Durchführung wurde das vorgegebene Protokoll des Herstellers genutzt und die Absorption 

mit dem Spektralphotometer MultiskanTM GO 1050 von Thermo Fisher Scientific bei einer 

Wellenlänge von 450 nm gemessen. Die Auswertung der gemessenen Werte erfolgte mit den 

Programmen SkanItTM v.4.1 (Thermo Fisher Scientific), Curve Expert 1.4 (Hyams 

Development), Microsoft Excel 2016 und für die statistische Auswertung GraphPad Prism 

8.4.3 (GraphPad Software). 

 

3.2.8 Sondenherstellung 

Um die Expression der Gene von Protamin 1 und Protamin 2 in murinem und humanem 

Gewebe histologisch mittels in situ Hybridisierung zu untersuchen, wurden entsprechende 

Sonden hergestellt. 
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3.2.8.1 Amplifikation von Genbereichen  

Ausgangsmaterial für die Sondenherstellung war die aus murinem Testis extrahierte 

Gesamt-RNA (s. 3.2.1) bzw. die kommerziell erworbene Human Testes Total RNA von 

Clontech/Takara. Die anschließende Reverse Transkription erfolgte mittels RevertAidTM 

H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit von Thermo Scientific (s. 3.2.3). In einer 

anschließenden PCR wurden die durch sequenzspezifische Primer (Protamin 1 und 2) 

determinierten cDNA-Bereiche amplifiziert: 

Zusammensetzung eines 25 µl Ansatzes: 

Reagenz Volumen 

cDNA 5 µl (ca. 25 ng) 

iQTM SYBR® Green Supermix 12,5 µl 

Primer forward 0,5 µl 

Primer reverse 0,5 µl 

Nuklease-freies Wasser  6,5 µl  

 

Das verwendete PCR–Temperaturprofil war folgendes: 

Schritt Temperatur 

[°C] 

Zeit  Zyklen 

Initiale Denaturierung  95 5 min 1 

Denaturierung 95 30 s  

40 Annealing 60 30 s 

Elongation  72 30 s 

Abschließende Elongation 72 5 min 1 

 

Im Anschluss an die Reaktion wurden die PCR-Produkte durch Gelelektrophorese auf einem 

2%igem Agarose-Gel (s. 3.2.6) analysiert.  

 

3.2.8.2 Klonierung  

Bei der verwendeten Klonierungsmethode handelt es sich um die sogenannte TA-Klonierung. 

Diese Variante der Klonierung basiert auf der Eigenschaft der in der PCR verwendeten 

Taq-Polymerase, welche am 3´-Ende der PCR-Produkte keine glatten Enden, sondern einen 

Überhang aus Adenosinen schafft [196]. Der verwendete pGEM®-T-Easy-Vektor von 

Promega besitzt Überhänge mit der komplementären Base Thymin, sodass PCR-Produkte mit 

Adenosin-Überhang leicht kloniert werden können (Abb. 11).  
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Abbildung 11: Vektorkarte für pGEM®-T-Easy-Vektor.  

Die Vektorkarte zeigt neben der Größe des Vektors einige der wichtigsten Gene wie z.B. das 
Ampicillinresistenzgen (Ampr) oder das lacZ-Gen zur Blau-Weiß-Selektion. Zudem sind in Bezug zu den 
Promotoren für T7 und SP6 die Basenpaarpositionen möglicher Restriktionsschnittstellen aufgeführt 
[197].  

 

Eine anschließende Ligation des Vektors, um zirkuläre DNA (Plasmid) zu erhalten, erfolgte 

nach den Angaben des Herstellers in folgendem Reaktionsansatz für 1 h bei RT:  

 

Zusammensetzung eines 10 µl Ansatzes: 

Reagenz  Volumen 

2x Ligationspuffer  5 µl  

pGEM®-T-Easy-Vektor  1 µl (50 ng) 

T4-DNA Ligase  1 µl 

PCR-Produkt  3 µl 

 

3.2.8.3 Transformation  

Zur Vermehrung der in 3.2.8.2 generierten Plasmide wurden diese mittels Transformation in 

Bakterien eingebracht. Bei den verwendeten Bakterien handelte es sich um chemisch 

kompetente Ready-to-use Competent E.coli Cells JM109 von Promega. Für die Durchführung 

der Transformation wurden zu den auf Eis aufgetauten 100 µl kompetenten Zellen 5 µl des 

Ligationsansatzes hinzugegeben. Es folgte eine 30-minütige Inkubation des Mixes auf Eis, 

gefolgt von einem Hitzeschock für 2 min bei 42°C. Der Ansatz wurde unmittelbar danach 

wieder auf Eis gestellt und mit 300 µl LB-Medium versehen. Im Anschluss erfolgte eine 



Methoden I Alexander Kruse 

 
 - 43 - 

 

Inkubation für 1 h bei 37°C. Um das Lösungsvolumen der Zellsuspension zu verringern, wurde 

diese für 3 min bei 5000 rpm und RT zentrifugiert und der Überstand bis auf ca. 50 µl 

verworfen. Das Zellpellet wurde vorsichtig in den 50 µl gelöst und die Lösung auf eine 

Agar-Platte pipettiert und ausgestrichen. Zur Selektion von erfolgreich transformierten 

Bakterien und denen, die das Plasmid nicht aufgenommen hatten, wurde die 

Ampicillinresistenz genutzt. Die auf dem Vektor befindliche Ampicillinresistenz ermöglichte 

Bakterien, die das Plasmid aufgenommen hatten, ein Wachstum auf der Agar-Platte mit 

Ampicillin [50 µg/ml], wohingegen Bakterien ohne das Plasmid nicht wachsen konnten. Für ein 

ausreichendes Wachstum von Kolonien wurde die Agar-Platte über Nacht bei 37°C inkubiert. 

 

Am Folgetag wurden jeweils fünf einzelne Kolonien gepickt und in Falcons mit 5 ml 

LB-Medium + 50 µg/ml Ampicillin überführt. Zur Heranzucht verblieben die Falcons über Nacht 

bei 37°C im Schüttelinkubator. Am darauffolgenden Tag konnten die Ansätze für eine 

Minipräparation verwendet werden.  

 

3.2.8.4 Isolierung von Plasmid-DNA  

Zur Gewinnung von Plasmid DNA aus transformierten Bakterien wurde diese aus 

entsprechenden Kulturen mittels Mini- oder Midipräparation extrahiert. Für die Präparation der 

Plasmide wurden die Kits QIAprep Spin Miniprep und Plasmid Midi von Qiagen nach den 

Angaben des Herstellers verwendet, wobei die DNA in 25 µl ddH2O eluiert wurde. 

Anschließend folgte eine Konzentrationsbestimmung mittels Spektrophotometer (Nanodrop). 

Die isolierte Plasmid-DNA wurde abschließend für eine Sequenzierung und die Fortführung 

der Sondenherstellung verwendet und konnte bei Bedarf bei -20°C gelagert werden. 

  

3.2.8.5 Sequenzierung  

Zur Insert-Kontrolle wurde ein Teil der extrahierten Plasmid-DNA extern sequenziert. Die 

Sequenzierung erfolgte durch die Firma Microsynth Seqlab. Entsprechend der gewünschten 

Anforderungen wurden 12 µl der Plasmid-DNA mit einer Konzentration von 80-100 ng/µl 

eingesetzt und unter Verwendung des von der Firma angebotenen T7-Primers sequenziert. 

Der Vergleich des zu erwartenden Introns mit den Sequenzierungsergebnissen erfolgte mittels 

des online verfügbaren Blast-Tools des National Center for Biotechnology Information (NCBI). 

Abschließend wurden die Klone mit der höchsten Übereinstimmung für eine weitere Anzucht 

und anschließender Midi-Präparation verwendet (s. 3.2.8.4). Zudem wurden von diesen 

Ansätzen Glycerol-Dauerkulturen angelegt. 
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3.2.8.6 Dauerkulturen von Bakterien  

Um ausgewählte Bakterienkulturen langfristig lagern zu können, wurden diese mit Glycerol 

gemischt. Dafür wurden in Kryoröhrchen 300 µl 30%iges Glycerol mit 700 µl Bakterienkultur 

gemischt und über Nacht bei -80°C gelagert. Am Folgetag wurden die Proben in flüssigen 

Stickstoff überführt und konnten dort langfristig gelagert werden.  

 

3.2.8.7 Markierung von mRNA-Sonden 

Um eine Markierung der gewünschten mRNA-Sonden zu ermöglichen, wurde das Insert per 

Restriktionsenzymen aus dem Plasmid herausgetrennt, mittels RNA-Polymerase 

umgeschrieben und letztlich das Transkript (mRNA) über das DIG-RNA Markierungskits 

(SP6/T7) markiert. Entsprechend der Firmenangaben zum pGEM®-T-Easy-Vektor von 

Promega wurde das Insert über einen Doppelverdau mit NCO I und NOT I aus dem Plasmid 

herausgeschnitten.  

Für den 20 µl Versuchsansatz wurde ca. 1 µg DNA verwendet:  

Reagenz Volumen 

Plasmid-DNA x (1 µg)  

NCO I 1 µl 

NOT I 1 µl 

10 x Tangopuffer 2 µl 

ddH2O 16 µl-x  

 

Der Mix inkubierte für 1 h bei 37°C. Anschließend wurden die Proben auf ein 1%iges 

Agarose-Gel aufgetragen und per Gelelektrophorese analysiert. Bei erfolgreichem Verdau 

ließen sich zwei Banden erkennen, eine für das Plasmid und eine für das Insert. Die 

darauffolgende Umschreibung des DNA-Inserts in mRNA mittels der RNA-Polymerasen SP6 

und T7 geschah in Anwesenheit von Dig-UTP. Diese sog. „Run-off“-Transkription lieferte 

aufgrund der zwei eingesetzten Polymerasen eine Sense-RNA, welche als Kontrolle diente, 

und eine Antisense-RNA, die komplementär zur mRNA ist und somit als Sonde genutzt wurde. 

Das beim Transkribieren genutzte Dig-UTP wurde durch die RNA-Polymerasen in die 

RNA-Stränge eingebaut, wodurch diese anhand von Anti-DIG-Antikörper detektiert werden 

konnten. Für die Herstellung der RNA-Sonden wurde folgender 20 µl Ansatz nach den 

Angaben des Herstellers pipettiert: 
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 Reagenz Volumen 

Insert-DNA x (1 µg)  

10x NTP labeling mixture 2 µl 

10x Transcription buffer 2 µl 

RNase Inhibitor 1 µl 

RNA-Polymerase SP6 oder T7 2 µl 

ddH2O 13 µl-x   

 

Der Ansatz wurde vorsichtig gemischt und für 2 h bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde das 

DNA-Template mittels DNase I-Verdau (2 µl pro Ansatz) für 15 min bei 37°C verdaut. Zum 

Stoppen der Reaktion wurden zum Ansatz 2 µl 0,5 M EDTA pH 8,0 pipettiert. Anschließend 

wurde durch Zugabe von 1,2 µl 8 M LiCl und 70,7 µl 96%iger Ethanol die synthetisierte RNA 

über Nacht bei -20°C gefällt. Zum Pelletieren wurden die Proben für 20 min bei 13.000 rpm 

und 4°C zentrifugiert und das Pellet wurde mit 200 µl 75%igem Ethanol gewaschen. Nach 

erneuter Zentrifugation für 15 min bei 13.000 rpm und 4°C wurde das Pellet bei 37°C kurz 

getrocknet und abschließend mit 50 µl ddH2O eluiert. Die Lagerung der RNA-Sonden erfolgte 

bei -20°C.  

 

3.3 Arbeiten mit Gewebeschnitten/Spermienausstrichen  

3.3.1 Anfertigung von Paraffinschnitten 

Um mikroskopische Untersuchungen an den in Paraffin eingebetteten Geweben zu vollziehen, 

wurden mittels eines Rotationsmikrotoms 5 µm dicke Schnitte hergestellt. Mit Hilfe eines feinen 

Pinsels wurden die Schnitte in ein 45°C warmes Wasserbad gelegt, um vorhandene Falten zu 

glätten und zusammenhängende Schnitte voneinander zu trennen. Die Schnitte wurden 

paarweise auf Objektträger aufgezogen und abschließend über Nacht bei 37°C im Inkubator 

getrocknet. Die letztendliche Lagerung erfolgte bei RT. 

 

3.3.2 Bestimmung der Spermienkonzentration 

Zur Bestimmung der Spermienkonzentration wurde eine improved Neubauer-Zählkammer 

verwendet. Der Bereich zur Zählung besteht dabei aus 9 Großquadraten, wobei für die 

Spermienauszählung nur das in der Mitte gelegene Großquadrat mit 25 Kleinquadraten als 

Zählbereich verwendet wird (Abb. 12). 
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Abbildung 12: Aufbau einer improved Neubauer-Zählkammer.  
Übersicht über die komplette Kammer (links); Schwarzes Rechteck markiert den rechts vergrößert 
dargestellten Zählbereich mit den 9 Großquadraten und dem für die Spermienauszählung relevanten 
Zählbereich. Abbildung entnommen aus [198]. 

 

Eine Probe mit Spermien wurde zur Konzentrationsbestimmung zunächst mit 1x PBS 

gewaschen. Von der gewaschenen „Stammlösung“ wurde mittels WHO-Diluent eine 1:10 

Verdünnung erstellt, wovon 10 µl auf die Neubauer-Zählkammer gegeben wurden. Abhängig 

von der Dichte der Spermien und der damit verbundenen Möglichkeit diese fachgemäß 

auszählen zu können, wurden gegebenenfalls weitere Verdünnungen erstellt, die eine 

Auszählung der Spermien ermöglichten. Zum Auszählen wurde das Lichtmikroskop Olympus 

BX43 mit 400-facher Vergrößerung und im Phasenkontrast verwendet. Die Zählung erfolgte in 

Schlangenlinien. Bei der Auszählung der Spermien ist zu beachten, dass nur zwei äußere 

Begrenzungen des Großquadrates mitgezählt wurden (Abb. 13). 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 13: Begrenzung des Zählbereichs.  

Dargestellt ist der Zählbereich einer improved Neubauer-Zählkammer. Liegen Spermien auf der Grenze 
des Großquadrates werden diese nur in die Zählung inkludiert, wenn sie sich auf der linken oder oberen 
Begrenzung befinden. Abbildung entnommen aus [198].  

 

Abschließend wurde die gezählte Spermienzahl mit dem Faktor 10.000, mal der Verdünnung 

verrechnet, um auf die Spermienzahl pro ml (Spermienkonzentration) zu kommen. 

 

Zähl- 
bereich 
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3.3.3 Anfertigung von Spermienausstrichen  

Für mikroskopische Untersuchungen an Spermien wurden diese auf Objektträgern 

ausgestrichen und luftgetrocknet. Die humanen Spermien stammten aus Ejakulatproben, 

wohingegen es sich bei den murinen Spermien um epididymale Spermien handelte. Es gab in 

der Ausführung keine Unterschiede zwischen humanem und murinem Material. Vor dem 

Ausstreichen der Spermien wurden diese mit 1x PBS gewaschen und durch einen 

Zentrifugationsschritt (10 min, 1500 rpm, RT) pelletiert. Nach der Zentrifugation wurde der 

Überstand verworfen und das Pellet in 1x PBS + 2% Triton X-100 resuspendiert. Das 

eingesetzte Volumen an 1x PBS + 2% Triton X-100 war hierbei abhängig von der Größe des 

Pellets. Im Hinblick auf eine geeignete Verdünnung zum Ausstreichen bewegten sich die 

eingesetzten Volumina im Bereich um 50 µl. Zum Ausstreichen wurden pro Objektträger 5 µl 

der verdünnten Spermiensuspension verwendet. Nach der Lufttrocknung wurden die mit 

Spermien versehenen Objektträger bei 4°C gelagert.  

 

3.3.4 Hämatoxylin-Eosin Färbung  

Die Hämatoxylin-Eosin-Färbung oder abgekürzt HE-Färbung zählt zu den Routinefärbe-

methoden in der Histologie. Die blaue Anfärbung sämtlicher basophiler Strukturen wie z.B. 

Zellkern (DNA) oder Ribosomen durch Hämatoxylin und die rote Anfärbung aller acidophilen 

Strukturen wie z.B. Proteine des Zytoplasmas, Mitochondrien oder Kollagene durch Eosin, 

ermöglicht eine gute Übersicht über die morphologische Beschaffenheit des gefärbten 

Schnittes. 

 

Zur Durchführung einer HE-Färbung wurden die Paraffinschnitte folgender Färbereihe 

unterzogen:  

Schritt Lösung Zeit 

1 Xylol 5 min 

2 Xylol 1 min 

3 100% Ethanol Spülen 

4 96% Ethanol Spülen 

5 70% Ethanol Spülen 

6 Aqua dest. Spülen 

7 Mayers Hämalaun 5 min 

8 Leitungswasser 5-10 min 

9 Eosin G-Gebrauchslösung 5 min 

10 70% Ethanol Spülen 
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11 70% Ethanol Spülen 

12 96% Ethanol Spülen 

13 96% Ethanol Spülen 

14 100% Ethanol Spülen 

15 100% Ethanol Spülen 

16 Xylol Spülen 

17 Xylol Spülen 

18 Xylol Spülen 

 

Für die verwendete Eosin G-Gebrauchslösung wurden 35 ml einer 1%igen 

Eosin G-Stammlösung mit 35 ml 70% Ethanol und 630 µl Eisessig vermischt. Nach der 

Färbereihe wurden die Schnitte abschließend mit dem Xylol-basierten Eindeckmedium 

Pertex® eingedeckt. 

 

3.3.5 Immunhistochemie 

Für eine immunhistochemische Färbung wurden die Paraffinschnitte zuerst entparaffiniert. 

Dafür wurden die Objektträger im Färbeeinsatz platziert und durchwanderten wie folgt die 

verschiedenen Färbetröge: 

Schritt Lösung Zeit 

1 Xylol 10 min 

2 Xylol 10 min 

3 Xylol 10 min 

4 100% Ethanol 5 min 

5 100% Ethanol 5 min 

6 96% Ethanol 5 min 

7 96% Ethanol 5 min 

8 70% Ethanol 5 min 

9 70% Ethanol 5 min 

 

Anschließend wurde der Färbeeinsatz mit den Schnitten für fünf Minuten in einem Färbetrog 

mit Aqua dest. unter Schwenken gespült. Um die Zugänglichkeit zu den Antigenen zu 

verbessern, wurden die Schnitte eine Minute lang dem Decondensing Mix bei 37°C 

ausgesetzt. Darauffolgend wurden die Schnitte in eine Standküvette überführt, welche mit 

1x Tris-HCl + 0,5% Triton X-100 befüllt war und unter Schwenken fünf Minuten lang 
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gewaschen. Zur hitze-vermittelten Freilegung verborgener Epitope und um die Membran 

permeabler zu machen, wurden die Schnitte für 20 min in Citratpuffer (pH 6) in einem 

Dampfgarer gekocht. Nach einer 30-minütigen Abkühlphase bei RT wurden die endogenen 

Peroxidasen durch einen Mix aus 30%igem Wasserstoffperoxid und eiskaltem Methanol  

(7 ml 30%iges Wasserstoffperoxid + 63 ml Methanol) blockiert. Dafür wurden die Schnitte für 

30 min unter Schwenken und bei Raumtemperatur im Wasserstoffperoxid/Methanol-Mix 

belassen. Anschließend wurden die Schnitte dreimal für fünf Minuten und unter Schwenken in 

1x Tris-HCl + 0,5% Triton X-100 gewaschen. Zum Blocken von unspezifischen Bindestellen 

wurden die Schnitte für 20 Minuten einer 5%igen BSA-Lösung (3,5 g Bovine Serum Albumin 

in 70 ml 1x Tris-HCl +Triton X-100; Block-Puffer) unter Schütteln ausgesetzt. Entsprechend 

der Durchführung einer indirekten Immunhistochemie mittels VECTASTAIN® Elite ABC HRP 

Kit folgte die Färbeprozedur grundlegend den in Abb. 14 dargestellten Schritten: 

 

1): Vor der Inkubation der Schnitte mit dem primären Antikörper wurde jeder der Schnitte auf 

einem Objektträger mit einem PAP-Pen umrandet, um den Flüssigkeitsfilm im Bereich der 

Schnitte aufrechterhalten zu können. Zudem diente diese Vorgehensweise der Abgrenzung 

vom Schnitt mit Primärantikörper und dem Schnitt auf dem gleichen Objektträger, welcher als 

Negativkontrolle fungierte und keinem Primärantikörper ausgesetzt wurde. Nach der 

Umrandung wurde die Negativkontrolle mit ca. 50 µl des Block-Puffers und der andere Schnitt 

mit 50 µl der Primärantikörper-Lösung (Verdünnung des Primärantikörpers mit Block-Puffer; 

1:200 oder 1:100 eingesetzt) versehen. Für die Inkubation über Nacht bei 4°C wurden die 

Objektträger in eine Inkubationskammer gelegt, in der zuvor feuchte Tücher ausgelegt worden 

waren, die sog. „feuchte Kammer“. Am nächsten Tag wurde die feuchte Kammer mit den 

Schnitten vorsichtig aus dem Kühlschrank herausgenommen und die Flüssigkeit von den 

Objektträgern seitlich abgekippt. Dabei wurde die Flüssigkeit für jeden einzelnen Objektträger 

so abgekippt, dass es zu keiner Vermischung von Primärantikörper-Lösung und dem bloßen 

Blockpuffer (Negativseite) kommen konnte. Anschließend wurden die Schnitte in eine 

Standküvette gestellt und dreimal für fünf Minuten und unter Schwenken mit 1x Tris-HCl + 

0,5% Triton X-100 gewaschen.  

 

2): Es folgte die Inkubation mit dem sekundären Antikörper für 1 h bei RT, welcher 

entsprechend der Spezies, in welcher der Primärantikörper generiert wurde, ausgewählt 

werden musste (z.B. aus Ziege hergestellter Anti-Kaninchen [Goat-Anti-Rabbit] oder 

Anti-Maus [Goat-Anti-Mouse] Antikörper). Dieser Sekundärantikörper ist biotinyliert, was für 

die genutzte ABC-Methode (Avidin-biotin-complex) essentiell ist. Die ABC-Methode basiert auf 

der Bindung von Avidin und Biotin, wobei eine Meerrettichperoxidase (HRP = horseradish 
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peroxidase) an diesen Komplex gekoppelt ist. Nach der Inkubation mit dem biotinylierten 

Sekundärantikörper wurde erneut drei Mal mit 1x Tris-HCl + 0,5% Triton X-100 gewaschen.  

 

3): Anschließend wurde die ABC-Lösung entsprechend der Gebrauchsanweisung auf die 

umrandeten Schnitte getropft. In der Inkubationszeit von 1 h bei RT konnte der eingesetzte 

Avidin-Biotin-Enzym (HRP) Komplex an den biotinylierten sekundären Antikörper binden. Im 

Anschluss folgten drei weitere Waschschritte für fünf Minuten und unter Schwenken in 

1x Tris-HCl + 0,5% Triton X-100.  

 

4): Um den Vorgang der Färbung zu starten wurden die Schnitte dem Chromogen 

Amino-Ethyl-Karbazol (AEC) ausgesetzt, welches von der HRP in ein rotes Endprodukt 

umgewandelt wird. Zur Vermeidung einer Überfärbung wurde der Färbegrad des Schnittes 

regelmäßig mittels mikroskopischer Betrachtung kontrolliert. Zur Beendigung des 

Färbevorgangs wurde die auf dem Schnitt befindliche Lösung abgekippt und die Schnitte in 

einer Standküvette dreimal für 5 min mit Aqua dest. gewaschen. Für eine Gegen- bzw. 

Kernfärbung wurden die Schnitte daraufhin 30 s in Mayers Hämalaunlösung geschwenkt. Die 

Lösung konnte für eine Wiederverwendung abgekippt werden und die Schnitte wurden dem 

Vorgang des Bläuens unter Leitungswasser unterzogen. Nach der Gegenfärbung wurden die 

Objektträger mit Papiertüchern von überschüssiger Flüssigkeit befreit und mittels Faramount 

Aqueous Mounting Mediums und geeigneten Deckgläschen möglichst luftblasenfrei 

eingedeckt. Die Aushärtung des Faramount Aqueous Mounting Mediums erfolgte über Nacht 

bei RT. Die Lagerung der eingedeckten Gewebeschnitte erfolgte lichtgeschützt und bei RT. 

 

Für die Auswertung des Färbeprofils der Histone und deren PTMs wurden pro Genotyp 

Färbungen von fünf Tieren und pro Tier jeweils zehn Tubuli mit spezifisch gefärbten Zellen 

hinsichtlich positiver Zelltypen der Spermatogenese begutachtet. Dieser qualitative Ansatz 

wurde gewählt, um eine systematische Erfassung der Verteilung und Expression von Histonen 

und deren PTMs in verschiedenen Stadien der Spermatogenese zu ermöglichen. 
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Abbildung 14: Indirekte Immunhistochemie (ABC). 

Die ABC-Methode besteht aus vier grundlegenden Schritten: 1. Bindung des Primärantikörpers; 
2. Bindung des biotinylierten Sekundärantikörpers; 3. Bindung des ABC-Komplexes; 4: Färbung unter 
Zugabe des Enzymsubstrats. (Abbildung modifiziert nach [199]) 

 

3.3.6 Immunfluoreszenz  

3.3.6.1 Immunfluoreszenz an Gewebeschnitten 

Für den Nachweis bestimmter Proteine in Gewebeschnitten per Immunfluoreszenz (IF) wurde 

die Methodik der indirekten IF gewählt, wobei der Sekundärantikörper mit einem Fluorochrom 

markiert ist. Die Durchführung der Methode an Paraffinschnitten stimmt zu großen Teilen mit 

der in 3.3.5 beschriebenen Immunhistochemie überein, sodass im Folgenden nur auf die 

notwendigen Änderungen eingegangen wird:  

 

Aufgrund der Tatsache, dass die IF keiner Peroxidase bedarf, entfällt der Schritt des Blockens 

endogener Peroxidasen mit H2O2/Methanol. Das Blocken der unspezifischen Bindestellen 

erfolgte mit 2,5%igem Pferde-Serum anstatt mit BSA. Dementsprechend wurde auch der 

Primärantikörper mit Pferde-Serum auf die finale Verdünnung von 1:200 gebracht. Bei der 

Verdünnung des Sekundärantikörpers Alexa Fluor 568 Ziege-Anti-Kaninchen oder 
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Alexa Fluor 568 Ziege-Anti-Kaninchen (1:1000) wurde diesem noch Hoechst 33342 (1:1000) 

zur DNA-Anfärbung und Lectin PNA from Arachis hypogaea (Erdnuss), Alexa Fluor 488 

Konjugat (1:1000) zur Akrosomanfärbung beigefügt. Die Inkubation der Schnitte mit der 

Sekundärantikörperlösung erfolgte für 2 h bei RT in der feuchten Kammer. Nach der Inkubation 

wurde die Sekundärantikörperlösung abgekippt, die Schnitte dreimal mit 1x Tris-HCl + 

0,5% Triton X-100 gewaschen und mit Faramount Aqueous Mounting Medium eingedeckt. 

Eine abschließende Detektion der immunfluoreszenten Markierung erfolgte nach dem 

Aushärten des Eindeckmediums über die Beurteilung anhand eines Fluoreszenzmikroskops. 

 

3.3.6.2 Immunfluoreszenz an Spermienausstrichen 

Für den Nachweis von Protamin 1, Protamin 2 und ausgewählten Histonmodifikationen wurden 

diese an ausgestrichenen Spermien von Mensch und Maus immunfluoreszent markiert. Die in 

3.3.3 hergestellten Spermienausstriche wurden zuerst dem Dekondensationsmix I (DTT) für 

15 min ausgesetzt. Zur weiteren Dekondensation erfolgte eine Inkubation für 2 h mit 

Dekondensationsmix II (LIS). Für humane Spermien erfolgten die Dekondensationsschritte bei 

RT und für murine Spermien bei 37°C. Nach anschließendem dreimaligem Waschen der 

Ausstriche mit 1x PBS wurden die Spermien für 0,5-1 h in 4% Paraformaldehyd (gelöst in 

1x PBS) fixiert. Daraufhin wurde das Fixativ für 5 min mit 1x PBS abgewaschen. Zum Blocken 

von unspezifischen Bindestellen wurden die Ausstriche einer BSA-haltigen Lösung 

ausgesetzt. Für die humanen Spermien erfolgte die Inkubation für 15 min mit 0,1% BSA in 

1x PBS + 2% Triton X-100. Die murinen Spermien wurden für 30 min mit 5% BSA in 

1x PBS + 2% Triton X-100 behandelt. Zum Abschluss des ersten Versuchstages wurden die 

Ausstriche über Nacht bei 4°C mit dem Primärantikörper (1:500) inkubiert. 

 

Am Folgetag wurde durch 15-minütiges Waschen mit 1x PBS + 2% Triton X-100 der 

Überschuss an Primärantikörper entfernt. Die Inkubation mit dem Sekundärantikörper und 

Hoechst 33342 zur Visualisierung der Zellkerne (1:1000 in 1x PBS + 2% Triton X-100 + 

Hoechst 33342 (1:1000)) erfolgte für 2 h bei RT. Nach dem Abkippen der 

Sekundärantikörper-Lösung wurden die Ausstriche dreimal mit 1x PBS gewaschen und 

abschließend mit Faramount Aqueous Mounting Medium eingedeckt. Nach dem Aushärten 

des Eindeckmediums erfolgte die Beurteilung der Markierung mittels Fluoreszenzmikroskops.  

 

3.3.7 Spermienkopfgrößenbestimmung 

Zur Ermittlung von murinen und humanen Spermienkopfgrößen wurde das 

Bildbearbeitungsprogramm ImageJ/Fiji in Kombination mit mikroskopischen Aufnahmen von 
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Testisgewebeschnitten und Spermienausstrichen genutzt. Bezogen auf murine Proben 

wurden testikuläre und epididymale Spermienköpfe gemessen und zwischen den Genotypen 

verglichen. Für humane Proben wurde bei Spermienausstrichen zwischen Ejakulatproben im 

Normbereich und denen außerhalb des Normbereiches verglichen.  

 

Für die Spermienkopfgrößenbestimmung bei murinen testikulären Spermien wurden die in 

3.3.1 beschriebenen Paraffinschnitte, mit Hämatoxylin gefärbt. Dafür wurden die Schnitte 

entsprechend 3.3.5 entparaffiniert, mit Mayers Hämalaunlösung gefärbt und mit Faramount 

Aqueous Mounting Medium eingedeckt. Nach dem Eindecken der Schnitte wurden Aufnahmen 

der Spermienköpfe des Stadiums VIII bei 400-facher Vergrößerung mit dem Lichtmikroskop 

Olympus BX43 erstellt. Zur Größenbestimmung, welche sich aus Spermienkopflänge 

und -breite zusammensetzte, wurden die Aufnahmen mittels einer in ImageJ/Fiji erstellten 

Makro prozessiert und analysiert. Die Organisation und statistische Auswertung der Daten 

erfolgte mit Hilfe von Microsoft Office 2016 und GraphPad Prism 8.4.3. Es wurden pro Genotyp 

5 Tiere und jeweils 60 Tubuli pro Maus ausgewertet. 

 

Die Analyse von murinen epididymalen Spermien und humanen Spermien aus Ejakulatproben 

wurde an den in 3.3.3 beschriebenen Spermienausstrichen durchgeführt. Diese wurden zur 

Anfärbung der Zellkerne für 30 min mit einer 1x PBS-Lösung + Hoechst 33342 (1:1000) 

inkubiert und anschließend dreimal mit 1x PBS gewaschen. Anschließend wurden mittels 

Fluoreszenzmikroskop (Axioskop 2 mot plus) + Kamera (Axiocam MRc) Aufnahmen bei 

1000-facher Vergrößerung erstellt. Es wurden mindestens 100 Spermienköpfe pro Replikat 

analysiert. Für die Auswertung bzw. Messung der Spermienkopfgröße wurde das ImageJ/Fiji 

Plug-in „Nuclear morphology analysis v1.14.1“, entsprechend den Empfehlungen der 

Entwickler, verwendet [200]. Eine abschließende statistische Analyse erfolgte über GraphPad 

Prism 8.4.3, wobei für jede Versuchsgruppe Werte von mindestens fünf Individuen einbezogen 

wurden.  

 

3.3.8 In situ Hybridisierung  

Bei dieser Methode lässt sich über Digoxigenin (DIG)-markierte Ribonukleotid (RNA)-Sonden, 

in Kombination mit einem DIG-Antikörper, der mit alkalischer Phosphatase (AP) konjugiert ist, 

genassoziierte messenger RNA (mRNA) im zu analysierenden Gewebe nachweisen [201]. 

Unter Einsatz des passenden Substrats wird somit die Expression des zu untersuchenden 

Gens mittels einer Farbreaktion detektiert. Die Herstellung der für die in situ Hybridisierung 

verwendeten „Protamin-Sonden“ ist unter 3.2.8 vorzufinden. 
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Als Versuchsmaterial dienten Paraffinschnitte (Testis), welche zur Entparaffinierung folgende 

Reihe durchlaufen mussten: 

 

Schritt Lösung Zeit 

1 Xylol 5 min 

2 Xylol 5 min 

3 Xylol 5 min 

4 100% Ethanol 5 min 

5 100% Ethanol 5 min 

6 96% Ethanol 5 min 

7 96% Ethanol 5 min 

8 70% Ethanol 5 min 

9 70% Ethanol 5 min 

 

Anschließend wurden die Schnitte für 5 min in DEPC-Wasser geschwenkt (Rehydrierung) und 

daraufhin für 20 min in 0,2 M HCl belassen. Es wurde neben DEPC-Wasser auch auf sterile 

Pinzetten zurückgegriffen, um eine mögliche RNase-Kontamination zu vermeiden. Zur 

Erhöhung der Permeabilität des Gewebes, erfolgte eine Inkubation der Gewebeschnitte für 

15 min in 2x saline sodium citrate (SSC)-Puffer bei 70°C. Zum anschließenden 5-minütigen 

Waschen wurde 1x PBSM-Puffer verwendet. Als weiterer Faktor zur Erhöhung der 

Permeabilität und zur Entfernung der Histone folgte eine Inkubation mit Proteinase K 

(20 µg/ml) für ca. 10 min bei 37°C. Das Abstoppen des Andauens erfolgte für 5 min mit 

0,2%iger Glycin-Lösung. Daraufhin wurden die Schnitte für 15-20 s in eiskalte 20%ige 

Essigsäure getaucht und anschließend für 5 min mit 1x PBSM gewaschen. Zur Nachfixierung 

wurden die Schnitte für 10 min in einer 4%igen Paraformaldehyd (PFA)-Lösung belassen. 

Erneutes Waschen für 5 min mit 1x PBSM-Puffer führte zu einer einstündigen Inkubation mit 

20%igem Glycerol. Nach einem kurzen Waschschritt mit 2x SSC-Puffer wurde die 

Hybridisierungslösung wie folgt zusammen pipettiert:  

Hybridisierungslösung (Antisense und Sense): 

 

Sondengemisch Verdünnung 1:50 

Salmon Sperm DNA 4 µl 

Yeast t-RNA 8 µl 

DIG-cRNA-Sonde 8 µl 

Volumen Antisense/Sense = 20 µl 
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Hybridisierungspuffer: 

Reagenz Volumen 

DEPC-H2O 52 µl 

20x SSC 40 µl 

50% Dextransulfat 80 µl 

Denhardt-Reagenz 8 µl 

Formamid 200 µl 

Volumen 380 µl 

Puffer + Sonde 400 µl 

 

Die Inkubation der Schnitte mit der Hybridisierungslösung erfolgte zunächst für 10 min auf 

einer 70°C warmen Heizplatte (Denaturierung). Nach einem Abkühlen der Schnitte samt 

Hybridisierungslösung durch Ablegen auf einem Kühlakku, wurden die Schnitte in der 

vorbereiteten Hybridisierungskammer platziert. Am Boden der Kammer befanden sich mit 

Formamid versehene Tücher, welche zur Destabilisierung der Doppelhelix beitragen und 

helfen sollten die optimale Temperatur zur Hybridisierung zu verringern. Die letztliche 

Hybridisierung erfolgte über Nacht im Brutschrank bei 42°C. 

 

Am folgenden Tag wurde zu Beginn der Posthybridisierungsphase viermal mit 4x SSC-Puffer 

bei 42°C (Hybridisierungstemperatur) gewaschen. Zur Vermeidung von nicht spezifischer 

Hintergrundfärbung wurden die Schnitte einer Behandlung mit RNaseA/T1 

(RNaseA = 300 µg/ml; RNase T1 = 100 U/ml) ausgesetzt. Diese erfolgte für 30 min bei 37°C, 

wodurch RNA-Sonden, die nicht spezifischen gebunden hatten, verdaut wurden. Daraufhin 

wurden die Schnitte viermal mit 4x SSC-Puffer für 5 min bei 42°C gewaschen. Als weitere 

Waschschritte folgten: 20 min mit 0,2x SSC-Puffer bei 42°C, 5 min 0,1x SSC-Puffer bei RT, 

5 min 2x SSC-Puffer bei RT und 10 min mit 1x TNT-Puffer. Zum Blockieren unspezifischer 

Bindestellen für den anti-DIG-Antikörper wurden die Schnitte für 1 h mit 3%iger BSA-Lösung 

in einer feuchten Kammer inkubiert. Für die Inkubation mit dem anti-DIG-Antikörper wurde 

dieser in der Blocklösung 1:1000 verdünnt, auf die Schnitte pipettiert und verblieb dort für eine 

über Nacht Inkubation bei 4°C. 

 

Am letzten Versuchstag wurde durch zweimaliges Waschen für 10 min mit 1x TNT-Puffer 

ungebundener Antikörper vollständig entfernt. Als Vorbereitung auf die Färbereaktion wurden 

die Schnitte 2x mit 1x NTM-Puffer + Levamisol (5 mM) behandelt. Das saure Milieu des Puffers 

wird für die Katalyse der AP benötigt, wohingegen Levamisol als Inhibitor für endogene APs 

dienen soll. Um die Farbreaktion zu starten, wurde über eine Spritze das chromogene Substrat 
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NBT/BCIP, durch einen Filter, auf die Schnitte getropft. Zur Entwicklung befanden sich die 

Schnitte in einer dunklen feuchten Kammer. Die Entwicklung erfolgte für mehrere Stunden bei 

RT oder sogar mehrere Tage bei 4°C und wurde nach dem Erreichen des gewünschten 

Färbegrades mittels 5 min in 1x NTM-Puffer + Levamisol und 5 min in Aqua dest. auf einem 

Schüttler gestoppt. Abhängig von der Färbeintensität wurden die Schnitte noch für eine 

Gegenfärbung für 30 s in Mayers Hämalaunlösung geschwenkt und dem Vorgang des Bläuens 

unter Leitungswasser unterzogen. Abschließend wurden die Schnitte mit Faramount Aqueous 

Mounting Medium eingedeckt und mikroskopisch begutachtet. 

 

3.4 Arbeiten mit Proteinen  

3.4.1 Isolierung von Kernproteinen  

Abhängig von der spezifischen Fragestellung und den nachfolgenden Experimenten wurden 

die in dieser Arbeit behandelten Histone und Protamine auf verschiedene Arten aus den 

Proben isoliert. 

 

3.4.1.1 Säureextraktion von Histonen  

Um die PTMs von Histonen mittels Massenspektrometrie und Western Blot untersuchen zu 

können, wurde eine Säureextraktion von Histonen durchgeführt. Das verwendete Protokoll 

wurde in Anlehnung an das von Prof. Hake publizierte Protokoll [202] für Spermien angepasst. 

Für humanes Ejakulat und murine epididymale Spermien wurde das gleiche, folgende 

Protokoll verwendet. Den einzigen Unterschied stellte die verwendete Spermienanzahl von 

40 Mio. für Mensch und ca. 2 Mio. (Inhalt beider Epididymides) für Maus dar. 

 

Zunächst wurden die Proben bei 37°C aufgetaut und gewaschen. Zum Waschen wurden die 

Spermien durch Zentrifugation für 5 min bei 4000 rpm und RT pelletiert, der Überstand wurde 

verworfen und das Pellet wurde in 1 ml 1x PBS resuspendiert. Anschließend wurde erneut 

pelletiert, der Überstand verworfen und das Pellet in 50 µl Tris-Urea Puffer (8 M Urea, 2% 

SDS, 50 mM Tris (pH 8,0), 105 mM NaCl, 1 mM PMSF, 50 mM DTT, 1x Proteinase Inhibitor 

Cocktail) resuspendiert. Der Einsatz von DTT sorgt durch Aufbrechen von Disulfidbrücken für 

die Lyse der Spermien. Die Proben wurde in der DTT-haltigen Lösung für 30 min bei 4°C auf 

einem Rotationsmischer inkubiert. Anschließend wurden zur Probe 100 µl 0,2 M 

Schwefelsäure (H2SO4) hinzugegeben. Die gewünschten Histone lösen sich in der 

Schwefelsäure, wohingegen die meisten anderen nukleären Proteine sowie Nukleinsäuren 

unter diesen Bedingungen ausfallen [203]. Zum Scheren der DNA wurden die Proben einer 

Ultraschall-Behandlung im Bioruptor® Pico von Diagenode mit 10 Zyklen 30 s an + 30 s aus 
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bei 4°C unterzogen. Zum Abschluss des ersten Tages wurden die Proben über Nacht bei 4°C 

auf dem Rotationsmischer inkubiert.  

 

Am Folgetag wurde zunächst für 30 min bei 14.000 rpm und 4°C zentrifugiert und der 

Überstand in ein 1,5 ml protein-low-binding tube überführt. Die anschließende Fällung der 

Proteine erfolgte durch die Zugabe von 160 µl 100%iger Trichloressigsäure (TCA) und einer 

2-stündigen Inkubation bei 4°C. Zum Pelletieren der Proteine wurden die Proben für 30 min 

bei 14.000 rpm und 4°C zentrifugiert und anschließend der Überstand verworfen. Das 

Proteinpellet wurde vorsichtig viermal mit 100 µl eiskaltem 100%igem Aceton gewaschen, 

wobei nach jeder Zugabe für 5 min bei 14.000 rpm und 4°C zentrifugiert und der Überstand 

verworfen wurde. Nach dem Waschen erfolgte das Trocken des Proteinpellets für 15 min bei 

RT an der Luft. Abschließend wurde das Proteinpellet in 20 µl 1x Laemmli Puffer gelöst, wobei 

die Blaufärbung des Puffers, aufgrund des Absinkens des pH-Wertes (pH < 3), zu einer 

Gelbfärbung führte. Zur Korrektur des pH-Wertes wurde der Probe 1 µl 2 M Tris zugegeben, 

was einen Anstieg des pH-Wertes (pH > 4,6) und damit auch eine erneute Blaufärbung zur 

Folge hatte. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -20°C. 

 

3.4.1.2 Extraktion von Protaminen  

Zur Analyse von Protaminen aus murinen und humanen Spermien wurden diese auf Basis des 

von de Yebra und Oliva publizierten Protokolls [204] extrahiert: Bei humanen Proben wurden 

20 Mio. Spermien und für murine Proben das komplette Spermienmaterial aus beiden 

Nebenhoden eines Tieres eingesetzt. Zum Waschen der Spermien wurden diese zunächst bei 

12.000 rpm für 5 min und bei 4°C pelletiert und anschließend mit 200 µl ddH2O, versehen mit 

einer Tablette des cOmpleteTM Mini-Proteasehemmer-Cocktails von Roche, gewaschen. 

Daraufhin wurden die Spermien erneut pelletiert und wie beschrieben gewaschen, wobei 

abschließend der Überstand verworfen wurde. Das Resuspendieren des Spermienpellets 

erfolgte in 100 µl Tris + Proteasehemmer-Cocktail von Roche. Zur Dekondensation des 

Chromatins wurden 100 µl eines frisch erstellten Mix aus 6 M Guanidinhydrochlorid + 575 mM 

DTT zur Probe gegeben [205, 206] und durch Vortexen stark gemischt. Im Anschluss wurden 

200 µl 552 mM Natrium-iodacetat zur Probe pipettiert, um eine Reformierung der zuvor 

aufgebrochenen Disulfidbrücken zu verhindern [207]. Da Natrium-iodacetat lichtsensitiv ist, 

erfolgte die Inkubation der Probe für 30 min bei RT in Dunkelheit. Nach der Inkubation wurde 

für eine Fällung der DNA 1 ml eiskalter 100%iger Ethanol hinzugegeben, der Ansatz gemischt 

und für eine Minute bei -20°C inkubiert. Anschließend wurde der Ansatz bei 12.000 rpm für 

15 min und bei 4°C zentrifugiert und daraufhin nahezu der komplette Überstand verworfen. 

Die verbliebene Restflüssigkeit und das Pellet wurden in 500 µl 0,5 M HCl aufgenommen und 
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der Ansatz für 7,5 min bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation folgte eine Zentrifugation bei 

10.000 g für 10 min und bei 4°C. Der im Anschluss vorhandene Überstand wurde möglichst 

vollständig in ein protein low-binding tube überführt und die Proteine mit der Zugabe von 

125 µl 100%iger TCA und einer 10-minütigen Inkubation bei 4°C gefällt. Zum Pelletieren wurde 

der Ansatz bei 14.000 rpm für 10 min und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen 

und das Proteinpellet vorsichtig mit 500 µl 1% β-Mercaptoethanol (gelöst in Aceton) 

gewaschen. Auf eine erneute Zentrifugation bei 14.000 rpm für 3 min bei 4°C folgte erneutes 

Waschen, wie zuvor beschrieben. Nach der finalen Zentrifugation der Probe bei 14.000 rpm 

für 3 min bei 4°C wurde der Überstand komplett verworfen und das Proteinpelltet für  

10-15 min an der Luft getrocknet. Abschließend wurde das Proteinpellet in 20 µl Probenpuffer 

aufgenommen. Die Lagerung der Probe erfolgte bei -20°C. 

 

3.4.2 Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)  

Bedingt durch die stark positive Ladung der Protamine (s. 1.3) wurde für die entsprechenden 

Proben eine Urea-PAGE durchgeführt [204]. Für die Auftrennung der Histone konnte auf die 

diskontinuierliche SDS-PAGE nach Laemmli zurückgegriffen werden [208].  

 

3.4.2.1 Diskontinuierliche SDS-PAGE nach Laemmli 

Für die elektrophoretische Auftrennung der in 3.4.1.1 extrahierten Histone wurde eine 

diskontinuierliche SDS-PAGE durchgeführt. Zuvor mit SDS versehene und denaturierte 

Proteine wurden auf ein SDS/Polyacrylamid-Gel geladen, um zunächst in einem Gel mit 

neutralem pH gesammelt (Sammelgel) und anschließend in einem Gel mit basischem pH 

aufgetrennt (Trenngel) zu werden.  

 

Das Gießen der Gele, sowie die anschließende Elektrophorese wurde mittels des 

Mini-PROTEAN® Systems von Bio-Rad durchgeführt. Zunächst wurde das Trenngel 

gegossen und während der Polymerisation mit 100% Isopropanol überschichtet. Anschließend 

wurde dieser verworfen und das Trenngel mit dem Sammelgelansatz überschichtet. Die Gele 

wurden in einer Stärke von 1,5 mm gegossen.  

 

Zum Auftragen der Proben wurden diese in 1x Laemmli-Puffer für 5 Minuten bei 95°C erhitzt, 

um die Proteine zu denaturieren. Anschließend wurden sie in die Taschen des Sammelgels 

geladen, zusammen mit 10 µl des Größenmarkers Chameleon® Duo pre-stained (LI-COR) zur 

Orientierung. Die elektrophoretische Trennung erfolgte in 1x Laufpuffer (SDS) bei 100 V bis 

zum Trenngel und anschließend bei 140 V. Nach etwa 100 Minuten war die Trennung 
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abgeschlossen. Das Sammelgel wurde verworfen, das Trenngel für den Western Blot genutzt 

(s. 3.4.3.2). 

 

In dieser Arbeit wurde ein 5%iges Sammelgel und ein 15%iges Trenngel verwendet:  

Lösung Sammelgel Trenngel 

 Volumen in ml 

ddH2O 2,057 2,29 

30% (w/w) Acrylamid/Bis 0,5 5 

Sammelgelpuffer, 0,5 M Tris (pH 6,8) 0,38 / 

Trenngelpuffer, 1,5 M Tris (pH 8,8) / 2,5 

10% (w/v) SDS 0,03 0,1 

10% (w/v) APS 0,03 0,1 

TEMED 0,003 0,01 

Gesamt 3 10 

 

3.4.2.2 Urea-PAGE 

Da Protamin 1 und 2 nur schlecht per SDS-PAGE aufgetrennt werden können, wurde 

stattdessen eine Urea-PAGE zur Auftrennung der Protamine gewählt. Bei dieser Methode 

macht man sich die starke positive Ladung der Protamine zu Nutze, um diese von anderen 

basischen Proteinen zu trennen. Protamin 2 ist aufgrund eines höheren Anteils an Lysin und 

Histidin noch stärker positiv als Protamin 1, sodass auch die Protamine untereinander anhand 

ihrer Ladung aufgetrennt werden können [209].  

 

Für die Urea-PAGE wurde das Mini-PROTEAN® System von Bio-Rad und ein 1 mm starkes 

15%iges Trenngel mit 2,5 M Urea und 0,9 M Essigsäure verwendet:  

 

Reagenz  Volumen/Menge  

ddH2O 3,368 ml 

30% (w/w) Acrylamid/Bis 4 ml 

Essigsäure 0,432 ml 

10% (w/v) APS 0,14 ml 

TEMED 0,06 ml 

Gesamt 8 ml 

Zusatz: Urea  1,2 g 
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Nach abgeschlossener Polymerisation wurde das Urea/Polyacrylamid-Gel in die 

Gelelektrophoresekammer eingespannt und die Kammer mit Laufpuffer (5%iger 

Essigsäure (v/v)) befüllt. Anschließend erfolgte zur Beseitigung überschüssiger Acetat-Ionen 

aus dem Urea/Polyacrylamid-Gel die Prä-Elektrophorese bei 150 V und reverser Polarität für 

1 h. Für die elektrophoretische Auftrennung der Proteine/Protamine wurde der Laufpuffer 

erneuert und das Gel mit den Proben beladen. Die Elektrophorese erfolgte bei 150 V für ca. 

1 h und ebenfalls bei reverser Polarität, sodass die stark positiv geladenen Protamine in 

Richtung der Kathode und damit in Richtung des Gels wanderten. Im Anschluss konnte das 

Gel für einen Western Blot (s. 3.4.3.1) verwendet werden.  

 

3.4.3 Western Blot  

Als eine Variante des Immunoblots wurde der Western Blot für den Transfer von Proteinen, 

die zuvor über die in 3.4.2.1 und 3.4.2.2 beschriebene SDS- und Urea-PAGE aufgetrennt 

wurden, sowie den Nachweis spezifischer Proteine über eine Immunodetektion genutzt. In 

dieser Arbeit wurden die im Folgenden beschriebenen Blot-Methoden des semi-dry und 

wet Blots verwendet. 

 

3.4.3.1 Semi-dry Blot 

Beim semi-dry Blot wurden die über Urea-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine 

PVDF-Membran übertragen und über Immunodetektion fluoreszent nachgewiesen. Dazu 

wurden das Urea-Gel sowie zwei dicke Whatman Papiere für 15 min in 0,7%iger Essigsäure 

(Transferpuffer) inkubiert. Parallel dazu wurde die auf Gelgröße zurecht geschnittene 

PVDF-Membran zur Aktivierung für 5 Min in 100% Methanol inkubiert. Nach der Aktivierung 

wurde die Membran für 2 min mit dH2O gewaschen und abschließend für 5 min in 

Transferpuffer belassen. Zum Blotten wurde die Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell von 

Bio-Rad verwendet. Das erforderliche „Sandwich“ aus Whatman Papieren, Gel und Membran 

wurde entsprechend Abb. 15 angeordnet. 

 

Bedingt durch die stark positive Ladung der Protamine wandern diese in Richtung der 

Kathode (-), weshalb die Membran zwischen Kathode und Gel positioniert wurde, da für das 

Blotting-Gerät keine reverse Polarität benutzt werden durfte. Der Transfer der Proteine erfolgte 

für 1 h bei konstanten 150 mA. Zur Transferkontrolle wurde das Gel über Nacht mit EZ-BlueTM 

gefärbt und am nächsten Tag mittels Odyssey® Fc 2800 von LI-COR dokumentiert. Die 

Membran wurde zur Detektion aller transferierten Proteine für 5 min mit 5 ml RevertTM Total 

Protein Stain von LI-COR unter Schwenken gefärbt. Anschließend wurde die Membran 2x mit 
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5 ml RevertTM Wash Solution von LI-COR gewaschen. Die Dokumentation des Total Protein 

Stains erfolgte im 700 und 800 nm Kanal des Odyssey® Fc 2800. Zum Entfärben der Membran 

wurde diese für 5 min in RevertTM Reversal Solution belassen und für 30 s unter Schwenken 

mit dH2O gewaschen. Für die nachfolgende Immunodetektion wurden zunächst, über eine 

einstündige Inkubation der Membran in 25 ml Odyssey® Blocking Buffer, unspezifische 

Bindungsstellen blockiert. Im Anschluss wurde der Primärantikörper 1:500 in 

Odyssey® Blocking Buffer + 0,1% Tween 20 verdünnt und die Membran in einem 50 ml Falcon 

über Nacht bei 4°C auf dem Rotationsmischer bei 15 U/min mit dem Primärantikörper inkubiert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 15: Transfer-Sandwich für semi-dry Blot.  

Die Komponenten des Transfer-Sandwichs beliefen sich auf Whatman Papier (Gold), Membran 
(Hellgrau) und Gel (Dunkelgrau). Durch die stark positive Ladung der zu transferierenden Protamine 
wurde die Membran zwischen Gel und Kathode (Schwarz) platziert, sodass die Protamine vom Gel auf 
die Membran geblottet werden konnten.  

 

Am Folgetag wurde die Primärantikörper-Lösung zur Lagerung bei -20°C entnommen und die 

Membran 4x für 5 min mit PBST bei 20 U/min im Rotationsmischer gewaschen. Der 

Sekundärantikörper IRDye® 800CW Goat anti-Mouse IgG von LI-COR wurde 1:10.000 in 

Odyssey® Blocking Buffer + 0,1% Tween 20 verdünnt. Die Inkubation mit dem fluoreszent 

markierten Sekundärantikörper erfolgte für 1 h bei RT, auf dem Rotationsmischer bei 15 U/min 

und aufgrund der Photosensitivität in Dunkelheit. Nach der Inkubation wurde die 

Sekundärantikörperlösung verworfen und die Membran 4x für 5 min mit PBST und 2x für 3 min 

mit 1x PBS im Rotationsmischer (20 U/min) und in Dunkelheit gewaschen. Abschließend 

wurde das Ergebnis mittels Odyssey® Fc 2800 von LI-COR im 800 nm Kanal dokumentiert. 

Die Membran wurde zur Lagerung getrocknet und in einem lichtundurchlässigen Alubeutel 

platziert. 
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3.4.3.2 Wet-Blot 

Beim wet-Blot wurden die über SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran 

übertragen und über Immunodetektion fluoreszent nachgewiesen. Dazu wurde zunächst das 

Sammelgel vom Trenngel separiert und verworfen. Der verwendete Transferpuffer bestand 

aus 20% 5x Tris/Glycin Puffer, 20% Methanol und 60% dH2O und wurde mindestens 6 h vor 

Versuchsbeginn hergestellt und bei 4°C gelagert. Das Trenngel wurde 2x für 5 min mit kaltem 

Transferpuffer gewaschen. Parallel dazu, wurden die Schwämme und Whatman Papiere in 

Transferpuffer gelegt und die zuvor zurecht geschnittene PVDF-Membran in 100% Methanol 

belassen. Nach der Inkubation wurden alle Komponenten als Sandwich in der entsprechenden 

Apparatur der verwendeten Mini Trans-Blot® Cell von Bio-Rad platziert.  

 

Das erforderliche Sandwich aus Schwämmen, Whatman Papieren, Gel und Membran wurde 

wie folgt angeordnet (Abb. 16): 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 16: Transfer-Sandwich für wet-Blot. 

Die Bestandteile des Transfer-Sandwichs für einen wet-Blot waren Schwämme (Blau), Whatman 
Papiere (Gold), Gel (Dunkelgrau) und Membran (Hellgrau). Die Membran lag zwischen Anode (Rot) und 
Gel, um die durch SDS negativ geladenen Proteine auf die Membran transferieren zu können. 
 

Die Membran wurde entsprechend der SDS-induzierten negativen Ladung der Proteine 

zwischen Gel und Anode platziert. Der Proteintransfer erfolgte bei 30 V über 16 h bei 4°C in 

kaltem Transferpuffer. Am Folgetag wurde das Gel zur Transferkontrolle über Nacht mit EZ-

BlueTM gefärbt. Der Total Protein Stain und das anschließende Blocken von unspezifischen 

Bindungsstellen erfolgte identisch zu der Vorgehensweise in 3.4.3.1 geschildert. Die Prozedur 

der Immunodetektion entsprach der in 3.4.3.1 beschriebenen Durchführung, jedoch mit 
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angepassten Lösungen. Neben Maus-Primärantikörpern kamen auch Kaninchen-

Primärantikörper (1:500) in Odyssey® Blocking Buffer + 0,1% Tween 20 zum Einsatz. 

Dementsprechend wurde neben dem IRDye® 800CW Goat anti-Mouse IgG 

Sekundärantikörper auch der IRDye® 800CW Goat anti-Rabbit IgG Sekundärantikörper von 

LI-COR verwendet. Beide wurden 1:10.000 in Odyssey® Blocking Buffer + 0,1% Tween 20 + 

0,01% SDS verdünnt. Die abschließende Dokumentation der Ergebnisse erfolgte über 

Aufnahmen im 700 und 800 nm Kanal des Odyssey® Fc von LI-COR. Für die Lagerung der 

Membran wurde diese getrocknet und lichtgeschützt gelagert.  

 

3.4.4 Massenspektrometrie 

Zur Analyse der posttranslationalen Modifikationen von Histonen aus murinen epididymalen 

Spermien und humanen Spermien aus Ejakulatproben wurden die Histone extrahiert, über 

Gelelektrophorese aufgetrennt und per bottom-up Liquid-chromatography-mass 

spectrometry/mass spectrometry (LC-MS/MS) analysiert. Bis auf die Extraktion der Histone 

aus humanen Ejakulatproben wurden die im Folgenden beschriebenen Schritte für eine 

Analyse, vom Zentrallabor für Proteinanalytik der Ludwig-Maximilians-Universität München 

(LMU), durchgeführt. 

 

Die Extraktion der Histone erfolgte per Säureextraktion wie unter 3.4.1.1 beschrieben. 

Anschließend wurden die Proben auf ein 16%iges Polyacrylamidgel geladen und eine 

Gelelektrophorese bei konstanten 130 V vollzogen. Die Acylierung mit Propionsäureanhydrid 

sowie der Verdau mit Trypsin erfolgten mit kleinen Abweichungen wie in der Veröffentlichung 

von Völker-Albert et al. aus 2018 [210] beschrieben, wobei die hydrophilen Lysine blockiert 

wurden und die für die LC-MS/MS kompatiblen Peptide im Gel verblieben [211]. Für die 

LC-MS/MS wurden die entsalzten Peptide in ein UltiMateTM 3000 RSlCnano System von 

Thermo Fisher Scientific injiziert und über eine 15 cm Analyse-Säule (75 µm im Durchmesser, 

home-packed mit ReproSil-Pur C18-AQ 2,4 µm von Dr. Maisch) mit einem 50 min Gradienten 

von 5-60% Acetonitril in 0,1%iger Ameisensäure separiert. Nach der HPLC (High Performance 

Liquid Chromatography) wurde der Durchfluss in einen Q Exaktive HF von Thermo Fischer 

Scientific elektrogesprayt. Dieser wurde im Top10-Duty-Cycle betrieben, wobei ein Survey 

Full-Scan-MS-Spektrum (von m/z 250-1400) mit einer Auflösung von R = 60.000 bei m/z 400 

(automatic gain control (AGC)-Ziel von 3 x 106) aufgenommen wurde. Es wurden Ionen mit 

Ladungen zwischen +2 und +5 sequentiell bis zu einem Zielwert von 2 x 105 isoliert 

(Isolationsfenster 2,0 m/z) und bei 27% normalisierter Kollisionsenergie fragmentiert.  
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Weitere massenspektrometrische Einstellungen/Bedingungen waren: Sprühspannung 1,5 kV; 

kein Hüll- und Hilfsgasfluss; Temperatur der beheizten Kapillare = 250°C; Schwellenwert für 

die Ionenauswahl = 33.000 Zählungen. 

 

Die Rohdaten wurden mittels Skyline Software entsprechend der Publikation von 

Völker-Albert et al. aus 2018 analysiert [212]. Bereiche mit peaks, welche mit Peptiden und 

Modifikationen (PTMs) von Interesse korrespondierten, wurden als csv-Datei exportiert und 

die statistische Auswertung mit Hilfe von Microsoft Excel 2016 und GraphPad Prism 8.4.3 

durchgeführt.
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4. Ergebnisse  

4.1 Vergleich der Protamin-Level zwischen murinen und humanen Proben 

Im Fokus dieser Arbeit stehen die durch eine Verschiebung der Protamin-Verhältnisse 

entstandenen Folgen in der Spermatogenese von Maus und Mensch. Die Bestimmung der 

Protamin-Level erfolgte mittels qPCR anhand von Spermien- und Testismaterial. 

 

4.1.1 Expression von Protamin 1 und 2 in der Mäuselinie B6.B6D2F2-Prm2em1Hsc 

Zur Ermittlung der relativen Expression von Prm1 und Prm2 der Mäuselinie 

B6.B6D2F2-Prm2em1Hsc wurde als Probenmaterial cDNA aus Testes von geschlechtsreifen 

Männchen verwendet und diese mittels qPCR analysiert. Für die Detektion von Prm2 wurde 

das Protamin 2 Deletion 91 bp Primerpaar verwendet (s. 2.7), welches für eine Sequenz 

innerhalb des Deletionsbereiches designt wurde. Die Expression von Prm1 wurde unter 

Verwendung des Primerpaares m_Prm1 149 analysiert. Die Normalisierung der 

Protamin-Werte erfolgte über CatSper1 (m_CatSper1_1), welches unabhängig vom Genotyp 

in jeglichen Testes in gleichem Maße detektierbar war und in „runden Zellen“ typischerweise 

deutlich geringer exprimiert oder sogar vollständig abwesend ist [32, 213]. 

 

 

 

  

 

 

  

 

 

Abbildung 17: Relative Expressionslevel von Prm1 und Prm2 in murinen Testes. 

Die relativen Expressionslevel von Prm1 und Prm2 im Testis wurden mittels qPCR ermittelt und über 
CatSper1 normalisiert (ΔΔCt-Methode). Dargestellt sind die Mittelwerte mit dem entsprechenden 
Standardfehler (standard error of the mean [s.e.m.]) für die unterschiedlichen Genotypen. Signifikante 
Unterschiede wurden über eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) und Tukey-Test ermittelt: 
* p = 0,0449; *** p = 0,0001; Pro Genotyp n = 10; Prm1: Wt = 1,17, Het = 1,18, Ko = 1,12;  
Prm2: Wt = 1,56, Het = 0,65, Ko = Pfeilspitze: Das rel. Expressionslevel für Prm2 bei Prm2-/--Testes 
beträgt 0. (Abbildung modifiziert nach [74]) 
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Die rel. Expressionslevel von Prm1 lagen unabhängig vom Genotyp in einem Bereich von 

1,12 – 1,18. Für Prm2 lag die rel. Expression im Wt bei 1,56, für die Het-Proben bei geringfügig 

weniger als der Hälfte mit 0,65 und war mit einem Wert von 0 in den Ko-Proben nicht mehr zu 

ermitteln (Abb. 17). 

 

Basierend auf den Werten der rel. Expressionslevel konnte der prozentuale Anteil von Prm1 

und Prm2 in Bezug auf die Gesamtexpression von Prm1 + Prm2 ermittelt werden (Abb. 18). 

Aufgrund des Verlustes von einem bzw. beiden Prm2-Allelen ergaben sich folgende Werte: 

Wt: Prm1 = 43%, Prm2 = 57%, Prm1:Prm2 (Ratio) = 1:1,72; Het: Prm1 = 70%, Prm2 = 30%, 

Prm1:Prm2 (Ratio) = 1:0,43; Ko: Prm1 = 100%, Prm2 = 0%, Prm1:Prm2 (Ratio) = 1:0. 

 

Abbildung 18: Prozentuale Anteile der Gesamt-Protamin-Expression in Mäusetestes. 

Die prozentuale Verteilung von Prm1 und Prm2 mit Blick auf die Gesamtexpression wurde anhand der 
rel. Expressionslevel (Mittelwert) kalkuliert. Dargestellt sind die Anteile in Prozent (Mittelwerte) mit s.e.m. 
für die jeweiligen Genotypen. Pro Genotyp n = 10. 
 

4.1.2 Protamin 1 und 2 Expressionslevel in humanen Spermien 

Für eine Bestimmung der Protamin-Expression beim Mann wurden humane Spermien aus 

Ejakulatproben verwendet und mittels qPCR untersucht. Die verwendeten Spermien kamen 

zum einen von Männern mit einem Spermiogramm innerhalb der Normwerte (Fertil) und zum 

anderen von Männern mit einem Spermiogramm außerhalb der Normwerte (Subfertil). Für die 

qPCR wurden die Primer h_PRM1_80 und h_PRM2_71 (s. 2.7) genutzt. Eine Normalisierung 

der Protamin-Werte erfolgte über das Referenzgen ß-Aktin (h_ACTB_229). Die rel. 

Expressionslevel für PRM1 lagen bei 2,94 (Fertil) und 2,58 (Subfertil) und wiesen somit keine 

signifikanten Unterschiede auf. Für die rel. Expressionslevel von PRM2 ließ sich zwischen den 

Fertil- und Subfertil-Proben ein signifikanter Unterschied ermitteln. Während die Fertil-Proben 

ein rel. Expressionslevel von 2,37 aufwiesen, lag das Level der Subfertil-Proben mit 1,43 

deutlich darunter (Abb. 19). 
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Abbildung 19: Verringerte rel. Expressionslevel von PRM2 in Spermien subfertiler 

Männer. 

Mittels qPCR und über eine Normalisierung mit ß-Aktin wurden die relativen Expressionslevel von PRM1 

und PRM2 in humanen Spermien ermittelt (ΔΔCt-Methode). Dargestellt sind die Mittelwerte mit dem 
entsprechenden Standardfehler (s.e.m.) für die Gruppen Fertil und Subfertil. Signifikante Unterschiede 
wurden über den Kruskal-Wallis Test und den vergleichenden Dunn Test ermittelt. Fertil: n = 60; 
Subfertil: n = 40; PRM2: ** p = 0,0035; PRM1: Fertil = 2,94, Subfertil = 2,58; PRM2: Fertil = 2,37,  
Subfertil = 1,43. (Abbildung modifiziert nach [74]) 

 

Um die Relation zwischen PRM1- und PRM2-Expression bestimmen zu können, wurden diese 

in Bezug zur Gesamtexpression von PRM1 + PRM2 betrachtet. Es konnte gezeigt werden, 

dass sich das Protamin-Verhältnis zwischen den untersuchten Gruppen unterscheidet: Für 

Fertil-Proben lagen die Anteile bei 59,82% für PRM1 und 40,18% für PRM2 

(PRM1:PRM2 = 1:0,67), bei den Subfertil-Proben stellte PRM1 66,97% und PRM2 33,03% 

(PRM1:PRM2 = 1:0,5) dar (Abb. 20).  
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Abbildung 20: Relative Anteile der Gesamt-Protamin-Expression in humanen Spermien.  

Unter Einbezug der rel. Expressionslevel (Mittelwerte) wurden die prozentualen Anteile der PRM1- und 
PRM2-Expression in humanen Spermien von Fertil- und Subfertil-Proben berechnet. Dargestellt sind 
die Anteile in Prozent (Mittelwerte) mit s.e.m. für die jeweilige Gruppe. Fertil: n = 60; Subfertil: n = 40. 
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4.2 Detektion der Protamin-mRNA im Testis 

Der Nachweis von mRNA der Protamine in Zellen der Spermatogenese bei Mann und Maus 

wurde an Testisschnitten über die Methodik der in situ Hybridisierung vollzogen. 

 

4.2.1 Expression und Lokalisierung der Protamin-mRNA in murinen Testes 

Die mRNA von Protamin 1 und 2 wurde im murinen Testis mit den entsprechenden 

RNA-Sonden detektiert (Abb. 21). Dabei konnte in allen Genotypen (Prm2+/+, Prm2+/- und 

Prm2-/-) Protamin 1 mRNA nachgewiesen werden. Vorzufinden war diese bereits mit einer 

schwachen Färbung in runden Spermatiden (RS) ab Schritt 8 der Spermiogenese. Im Verlauf 

der Spermiogenese nahm die Intensität der Färbung zunächst bis zum Stadium XI-XII zu und 

von da an wieder ab, was letztlich zu keinem Signal in elongierten Spermatiden (Schritt 16) 

führte. Die Ergebnisse für die Protamin 2 mRNA bei Testisschnitten von Prm2+/+- und 

Prm2+/--Tieren waren mit den Ergebnissen für Protamin 1 nahezu identisch. Da die Primer zur 

Sondensynthese für Protamin 2 innerhalb des deletierten Bereichs lagen (s. 2.7, Protamin 2 

Deletion 91), blieb der Nachweis von Protamin 2 mRNA in Testisschnitten von Prm2-/--Tieren 

aus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 21: Runde und elongierende Spermatiden exprimieren Protamin-mRNA im 

murinen Testis.  

Dargestellt sind Aufnahmen von In situ-Markierungen (braun) der mRNA von Protamin 1 (obere Reihe) 
und 2 (untere Reihe) in Testisschnitten der Mauslinie B6.B6D2F2-Prm2em1Hsc. Die Gegenfärbung 
erfolgte mit Hämatoxylin (blau). Römische Ziffern kennzeichnen das Stadium des jeweiligen Tubulus; 
RS = runde Spermatiden, ES = elongierende Spermatiden, ET = elongierte Spermatiden; 
Maßstabsbalken = 50 µm. 
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4.2.2 Bestimmung des Expressionsmusters und der zelltypspezifischen Lokalisierung 

von Protamin-mRNA im humanen Testis 

Anhand von humanen Testisschnitten mit normaler Spermatogenese (NSP) wurde über DIG-

markierte RNA-Sonden die mRNA von Protamin 1 und 2 nachgewiesen. Neben runden 

Spermatiden (Schritt 1-3), wiesen vor allem elongierende Spermatiden (Schritt 4-5) eine 

eindeutige Färbung auf. Im Vergleich von Protamin 1 und 2 fiel zudem die intensivere Färbung 

der Protamin 1-mRNA auf (Abb. 22 A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 22: Expression von Protamin 1- und 2-mRNA im humanen Testis. 

A: Dargestellt sind Aufnahmen von In situ-Markierungen der mRNA von Protamin 1 und 2 in humanen 
Testisschnitten mit NSP. Grundsätzlich wurden über die entsprechenden Sonden runde Spermatiden 
(1-3) sowie elongierende Spermatiden (4-5) gefärbt. Für eine verbesserte Sichtbarkeit der spezifischen 
Färbung wurde auf eine Gegenfärbung mit Hämatoxylin verzichtet. Römische Ziffern kennzeichnen die 
Stadien in den jeweiligen Tubuli; Maßstabsbalken = 50 µm; B: Zur Veranschaulichung der markierten 
Zelltypen wurden diese in der schematischen Darstellung der Zellen der humanen Spermatogenese mit 
pinker (PRM1) oder blauer (PRM2) Farbe überlagert. Die verschiedenen Stadien sind mit römischen 
Ziffern benannt und die Schritte der Spermiogenese mit arabischen Ziffern. Eine nur teilweise 
Überlagerung deutet auf eine schwache Färbung hin. Die während der Spermatogenese 
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aufkommenden Zelltypen sind: Spermatogonien Typ A dark (Ad), Spermatogonien Typ A pale (Ap), 
Spermatogonien Typ B (B) → zusammengefasst als Spermatogonien (SG), präleptotäne 
Spermatozyten (Pl), leptotäne Spermatozyten (L), zygotäne Spermatozyten (Z), pachytäne 
Spermatozyten (P), diplotäne Spermatozyten (D), sekundäre Spermatozyten (II), runde Spermatiden 
(Sa/1-3) und elongierende/elongierte Spermatiden (Sb-Sd/4-8). (Abbildung modifiziert nach [26, 47]) 
 

4.3 Antikörperbasierter Nachweis und Lokalisierung der Protamine  

Für die Detektion der Protamine auf Proteinebene wurden immunhistochemische und 

immunfluoreszente Färbungen sowie Western Blot Versuche mit den entsprechenden 

Antikörpern an Testis, Epididymis und Spermien durchgeführt.  

 

4.3.1 Charakterisierung der Protamine in murinen Proben 

Der Nachweis von Protamin 1 und 2 in murinem Testisgewebe erfolgte mittels 

immunhistochemischer (Abb. 23 A) und immunfluoreszenter Färbung (Abb. 23 B). Unabhängig 

von der Färbungsmethodik konnte gezeigt werden, dass Protamin 1 in elongierenden und vor 

allem elongierten Spermatiden vorhanden ist und der Verlust von Protamin 2 keinen 

signifikanten Einfluss auf die Abundanz von Protamin 1 hatte. Analog dazu zeigte sich die 

Färbung von Protamin 2 in Wt- und Het-Mäusen ausschließlich in elongierenden und 

elongierten Spermatiden. Der Verlust von Protamin 2 auf Proteinebene für 

Prm2-/--Testisschnitte und damit auch eine weitere Bestätigung des erfolgreichen Knockouts 

von Prm2 konnte durch eine ausbleibende Färbung nachgewiesen werden (Abb. 23). 
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Abbildung 23: Immunhistochemischer/-fluoreszenter Nachweis der Protamine im 

murinen Testis. 

A: Die mittels Lichtmikroskop aufgenommenen Bilder zeigen Testisquerschnitte von Prm2+/+/Prm2+/--

und Prm2-/--Tieren, bei denen Protamin 1 (linke Spalte) und 2 (rechte Spalte) gefärbt (rot) wurde. Die 
Gegenfärbung erfolgte mit Hämatoxylin (blau). Die Stadien der Tubuli sind durch die entsprechenden 
römischen Ziffern und die Zelltypen durch Kürzel gekennzeichnet. Maßstabsbalken = 50 µm; B: Gezeigt 
sind mittels Fluoreszenzmikroskop aufgenommene Bilder von Testisquerschnitten bzw. einzelner Tubuli 
in Stadium VIII von Prm2+/+/Prm2+/-- und Prm2-/--Tieren, bei denen Protamin 1 und 2 immunfluoreszent 
(rot) markiert wurden. Die Kernfärbung erfolgte mit Hoechst (blau) und die Akrosomfärbung mit 
PNA Lectin (grün). Gekennzeichnete Zelltypen: präleptotäne Spermatozyten (Pl), pachytäne 
Spermatozyten (P), runde Spermatiden (RS), elongierte Spermatiden (ET); Maßstabsbalken = 50 µm. 
 

Analog zum Nachweis von Protamin 1 und 2 im Testis konnten die Protamine auch in 

Epididymis und epididymalen Spermien der Prm2-Mäuse immunfluoreszent gezeigt werden 

(Abb. 24 und 25). Sowohl im Caput als auch in der Cauda der Epididymis wurden die 

Spermienköpfe bzw. das Zellkernareal positiv für Protamin 1 und 2 markiert. Dabei ließen sich, 

abgesehen von der ausbleibenden Markierung von Protamin 2 bei Prm2-/--Epididymis, keine 

merklichen Unterschiede in Intensität oder Häufigkeit ausmachen. Für epididymale Spermien 

von Prm2-/--Tieren konnten morphologische Veränderungen des Spermienkopfes und eine im 
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SPZ 

Vergleich zu den epididymalen Spermien der Prm2+/+/Prm2+/--Tiere deutlich schwächere 

Zellkernfärbung ausgemacht werden (Abb. 25). 
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Abbildung 24: Immunfluoreszenter Nachweis der Protamine in muriner Epididymis. 

Gezeigt sind mittels Fluoreszenzmikroskop aufgenommene Bilder von Caput- (A) und 
Cauda-Querschnitten (B) von Prm2+/+/Prm2+/-- und Prm2-/--Tieren, bei denen Protamin 1 und 2 
immunfluoreszent (rot) markiert wurden. Die Zellkernfärbung erfolgte mit Hoechst (blau). Die 
Überlagerung von Zellkernfärbung und Antikörperfärbung ist in der rechten Spalte (Merged) dargestellt. 
Gekennzeichnete Zelltypen: Hauptzellen (HZ) und Spermatozoen (SPZ); Maßstabsbalken = 50 µm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 25: Protamin 2 in epididymalen Spermien der Prm2-Mäuse. 

Zu sehen sind Aufnahmen von murinen epididymalen Spermien von Prm2+/+/Prm2+/- und Prm2-/--Tieren, 
bei denen Protamin 2 (rot) und der Zellkern (Hoechst/blau) markiert wurden. Die Überlagerung von 
Kernfärbung und Antikörperfärbung ist in der rechten Spalte (Merged) dargestellt. Gekennzeichnete 
Zelltypen: Spermatozoen (SPZ); Maßstabsbalken = 20 µm. 
 

Somit konnte in keinem Probenmaterial der Prm2-/--Tiere Protamin 2 Protein nachgewiesen 

werden. Neben dem gezeigten immunfluoreszenten Nachweis konnte das gleiche Muster auch 

immunhistochemisch bestätigt werden (nur für Testis gezeigt Abb. 23 A). 

 

Eine semi-quantitative Analyse des Protamingehaltes für epididymale Spermien der 

Prm2-Mäuse mittels Urea-PAGE und anschließendem Western Blot konnte die Ergebnisse 

aus IHC und IF bestätigen. Nach Normalisierung der Protamin-Signalwerte über das 

Gesamtprotein konnte gezeigt werden, dass zwischen den Genotypen signifikante 

Unterschiede vorliegen. Diese zeigten sich durch die Intensität bzw. das Ausbleiben der 

Banden (Abb. 26 A) und den daraus resultierenden Signalwerten für Prm2 (Abb. 26 B). Die 

normalisierten Signalwerte lagen für Wt bei 0,168, für Het bei 0,063 und für Ko bei 0. Im 

Gegensatz zu Prm2 ließen sich für Prm1 zwischen den Genotypen nur leichte Unterschiede 

hinsichtlich der Bandenintensität ermitteln (Abb. 26 A). Auf die Darstellung der normalisierten 

Signalwerte für Prm1 wurde dementsprechend verzichtet.  
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Abbildung 26: Protamingehalt in Spermien der B6.B6D2F2-Prm2em1Hsc-Mäuse. 

A: Zu sehen ist die Membran mit dem Bandenmuster der Proteinextrakte aus epididymalen Spermien 
der verschiedenen Genotypen (RevertTM Total Protein Stain) sowie die jeweilige Bande für Protamin 1 
und 2 (α-Prm1/α-Prm2). Die mit Image Studio Ver. 5.2 gemessenen Signalwerte für Prm1 und Prm2 
wurden über die Signalwerte des Gesamtproteins normalisiert und graphisch dargestellt (B). Abgebildet 
sind die Mittelwerte mit dem entsprechenden Standardfehler (s.e.m.) für die unterschiedlichen 
Genotypen. Signifikante Unterschiede wurden über eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) und 
Tukey-Test ermittelt: **** p ≤ 0,0001; Pro Genotyp n = 5; Prm2: Wt = 0,17, Het = 0,06, Ko = Pfeilspitze: 
Das normalisierte Signal für Prm2 bei Prm2-/--epididymalen Spermien betrug 0. 

 

4.3.2 Identifizierung der humanen Protamine im Laufe der Spermatogenese 

Der immunhistochemische Nachweis von Protamin 1 und 2 in humanen 

Testisgewebeschnitten zeigte, dass die beiden Protamine nur in elongierten Spermatiden zu
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Abbildung 27: Protamine in humanen Testes sind auf elongierende und elongierte 

Spermatiden beschränkt. 

Repräsentative Aufnahmen von immunhistochemischen Färbungen gegen PRM1 (obere Reihe) und 
PRM2 (untere Reihe) an humanen Testisgewebeschnitten. Bei Testisschnitten mit NSP (linke Spalte) 
ließ sich für beide Protamine eine rote Färbung in den elongierten Spermatiden (Sd) erkennen, welche 
aufgrund fehlender elongierender/elongierter Spermatiden im Schnitt mit SDA (rechte Spalte) ausblieb. 
Eine entsprechende Negativkontrolle (NSP) ist in der mittleren Spalte dargestellt. Gekennzeichnete 
Zelltypen: Spermatogonien Typ A dark (Ad), Spermatogonien Typ A pale (Ap), Spermatogonien 
Typ B (B) → zusammengefasst als Spermatogonien (SG), pachytäne Spermatozyten (P), runde 
Spermatiden (Sa/1-3), elongierende/elongierte Spermatiden (Sb-Sd/4-8), Sertoli-Zelle (SZ); 
Maßstabsbalken = 50 µm. 

 

detektieren sind (Abb. 27, linke Spalte). Testisschnitte mit Spermatidenarrest (SDA) auf Level 

der runden Spermatiden zeigten dementsprechend keine Färbung (Abb. 27, rechte Spalte). 

 

Auch der immunhistochemische bzw. immunfluoreszente Nachweis der Protamine in der 

Epididymis (Abb. 28) und für Spermien aus Ejakulat (Abb. 29) lieferte für beide Protamine eine 

eindeutige Färbung im Bereich des Spermienkopfes bzw. des Zellkerns.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 28: Immunhistochemischer Nachweis von Protaminen in epididymalen 

Spermien. 

Gezeigt sind repräsentative Aufnahmen vom immunhistochemischen Nachweis von Protamin 1 (obere 
Reihe) und Protamin 2 (untere Reihe) in der Cauda humaner Epididymis. Sowohl für Protamin 1 als 
auch für Protamin 2 waren nahezu alle sichtbaren epididymalen Spermien gefärbt (rot). Entsprechende 
Negativkontrollen sind in der rechten Spalte vorzufinden. Gekennzeichnete Zelltypen: Hauptzellen (HZ) 
und Spermatozoen (SPZ); Maßstabsbalken = 50 µm. 
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Spermien von fertilen und subfertilen Männern zeigten keine Unterschiede im Vergleich der 

Zellkernfärbung mit Hoechst (Abb. 29, linke Spalte). Allerdings ließ sich für PRM2 bei 

Spermien von fertilen Männern nur vereinzelt die pannukleäre Färbung ausmachen, 

wohingegen eine Kappenfärbung (Pfeil) vermehrt zu finden war. Bei Spermien subfertiler 

Männer war die Kappenfärbung vorherrschend (Abb. 29, mittlere Spalte). 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 29: Protamine in Spermien von fertilen und subfertilen Männern.  

Spermien aus Ejakulatproben von fertilen und subfertilen Männern wurden immunfluoreszent gegen 
PRM2 gefärbt (rot/mittlere Spalte). Neben der Kernfärbung mit Hoechst (blau/linke Spalte) wird noch 
die Überlagerung von Kern- und Antikörperfärbung gezeigt (Merged/rechte Spalte); 
Maßstabsbalken = 20 µm. 

 

Ergänzend zum immunfluoreszenten Nachweis der Protamine in Spermien aus 

Ejakulatproben wurden die Kernproteine der Spermien extrahiert und über Western Blot 

analysiert (Abb. 30). Vorab wurden sämtliche Ejakulatproben vom andrologischen Labor 

hinsichtlich der Parameter für ein Spermiogramm beurteilt und konnten dementsprechend der 

Gruppe Fertil oder Subfertil zugeordnet werden (Tabelle A1). Die Western Blot Ergebnisse 

zeigten, dass der Gehalt von Protamin 1 und 2 auch innerhalb der Gruppen variieren kann 

(Abb. 30 A) und dass die Gruppe der Subfertil-Proben signifikant weniger PRM2 besitzt 

(Abb. 30 B). Das normalisierte Signal für PRM2 bei Proben aus der Gruppe Fertil lag bei 0,131 

(Mittelwert) und für Subfertil bei 0,097 (Mittelwert).  
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Abbildung 30: Vergleich des Protamingehaltes in Spermien von fertilen und subfertilen 

Männern. 

Für den Vergleich des Protamingehaltes in humanen Spermien wurden diese per Western Blot 
analysiert und die Ergebnisse von Fertil mit denen von Subfertil verglichen. Das Bandenmuster des 
Gesamtproteins sowie die jeweiligen Banden für PRM1 und PRM2 sind in (A) für jeweils 3 beispielhafte 
Proben dargestellt. Über die entsprechende Software (Image Studio Ver. 5.2) konnten Signalwerte für 
PRM1, PRM2 und das Gesamtprotein ermittelt werden. Nach Normalisierung der Signalwerte für PRM2 
über die Signalwerte des Gesamtproteins wurden die Mittelwerte mit s.e.m. für die Gruppen Fertil und 
Subfertil dargestellt (B). Signifikante Unterschiede wurden über einen ungepaarten t-Test ermittelt: 
* p = 0,0495; Pro Gruppe n = 5; PRM2: Fertil = 0,131 und Subfertil = 0,097. 

 

Somit konnten Protamin 1 und Protamin 2 in allen zur Verfügung stehenden Proben (Testis, 

Epididymis und Spermien aus Ejakulat) nachgewiesen und eine abweichende Protamin-Ratio 

für subfertile Spermien detektiert werden.  

 

4.4 Einfluss von oxidativem Stress auf die murine und humane Spermatogenese 

Zur Überprüfung, inwiefern verringerte PRM2-Level und der Verlust von Prm2 zu oxidativem 

Stress in Spermien führt, wurde der Nachweis des oxidativen Stressmarkers 8-OHdG durch 

Immunhistochemie/Immunfluoreszenz und ELISA herangezogen. Zudem wurden 

Doppelstrangbrüche als mögliche Folge von oxidativem Stress mit immunhistochemischen 

und immunfluoreszenten Färbungen gegen γH2A.X analysiert. 

 

4.4.1 DNA-Schäden in Spermien Prm2-defizienter Mäuse durch oxidativen Stress  

Die Anwesenheit von 8-OHdG im Laufe der Spermatogenese der 

B6.B6D2F2-Prm2em1Hsc-Mausline wurde über die immunhistochemische Färbung gegen 

8-OHdG an testikulären und epididymalen Gewebeschnitten untersucht (Abb. 31). Die Analyse 

dieser Färbungen zeigte, dass im Testis, unabhängig vom Genotyp, keine 8-OHdG positiven 
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Spermien bzw. Schritt 16 Spermatiden nachgewiesen werden konnten (Abb. 31, obere Reihe). 

Erste 8-OHdG positive Spermien traten im Caput der Epididymis von Prm2-/--Tieren auf. Dabei 

gab es neben den vollständig gefärbten Zellkernen der Spermien auch granulär oder gar nicht 

gefärbte Zellkerne (Abb. 31, mittlere Reihe, Pfeilspitzen). Bei Beurteilung der epididymalen 

Spermien zu einem späteren Zeitpunkt der Reifung (Cauda), ließ sich eine deutliche Zunahme 

von 8-OHdG positiven Spermien erkennen, da nahezu alle Spermien des Prm2-/--Schnittes 

stark positiv gefärbt waren (Abb. 31, untere Reihe). Für epididymale Spermien von Prm2+/+ 

und Prm2+/- konnten in der Cauda vereinzelt positive Spermien detektiert werden (Abb. 31, 

untere Reihe, Pfeile). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 31: Oxidativer Stress bei der Reifung von Spermien Prm2-defizienter Mäuse 

in der Epididymis. 

Der oxidative Stressmarker 8-OHdG wurde immunhistochemisch in Testisschnitten (obere Reihe) und 
Schnitten von Caput (mittlere Reihe) und Cauda (untere Reihe) der Epididymis gefärbt. Auffällig war die 
Zunahme der gefärbten Spermien bzw. des oxidativen Stresses bei Prm2-defizienten Mäusen 
(rechte Spalte) im Verlauf von Testis über Caput hin zur Cauda der Epididymis. Spermien von Prm2+/+- 

(linke Spalte) und Prm2+/--Mäusen (mittlere Spalte) zeigten keine derartige Zunahme von oxidativem 
Stress. Pfeile (  ) deuten auf 8-OHdG positive Spermien und Pfeilspitzen (>) auf 8-OHdG negative 
Spermien. Gegenfärbung mit Hämatoxylin; Maßstabsbalken = 20 µm. (Abbildung modifiziert nach [214]) 
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Zur Quantifizierung eines offensichtlichen Anstieges von oxidativem Stress wurde ein ELISA 

für den Nachweis von 8-OHdG an DNA von epididymalen Spermien der drei Genotypen 

durchgeführt. Die dabei ermittelten Konzentrationen für 8-OHdG waren: Prm2+/+ = 1,449 ng/ml, 

Prm2+/- = 1,926 ng/ml und Prm2-/- = 3,256 ng/ml (Abb. 32). Beim Vergleich von Prm2+/+ mit 

Prm2-/- und Prm2+/- mit Prm2-/- zeigten sich signifikante Unterschiede, wohingegen der 

Vergleich von Prm2+/+ und Prm2+/- keinen signifikanten Unterschied erbrachte. 
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Abbildung 32: Verlust von Prm2 führt zu erhöhter 8-OHdG-Konzentration in 

epididymalen Spermien. 

Über das OxiSelect Oxidative DNA Damage ELISA (8-OHdG Quantitation) von Cell Biolabs wurde die 
8-OHdG-Konzentration in murinen epididymalen Spermien analysiert. Gezeigt sind die Mittelwerte der 
8-OHdG-Konzentrationen in ng/ml mit s.e.m. für die drei Genotypen. Signifikante Unterschiede wurden 
über eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) und Tukey-Test ermittelt: Prm2+/+/Prm2-/- 

**** p ≤ 0,0001; Prm2+/-/Prm2-/- *** p = 0,0002; Pro Genotyp n = 5; 8-OHdG Konz. [ng/ml]: Wt = 1,45, 
Het = 1,93 und Ko = 3,26. (Abbildung modifiziert nach [214]) 
 

Neben dem oxidativen Stressmarker 8-OHdG wurde auch das an Serin 139 phosphorylierte 

Histon H2A.X (γH2A.X) immunhistochemisch untersucht (Abb. 33 und Abb. 34). Die Analyse 

von γH2A.X im Testis zeigte, dass dieses bereits in intermediären und Spermatogonien Typ B 

vorhanden ist. Die vollständigen Zellkernfärbungen reichten zunächst von den intermediären 

Spermatogonien bis hin zu den zygotänen Spermatozyten in Stadium XII (Abb. 33 D). In 

pachytänen Spermatozyten ließ sich γH2A.X nur im sog. Sex-Vesikel nachweisen und war in 

runden Spermatiden nicht detektierbar. Zu Beginn der späten Stadien zeigten auch 

elongierende Spermatiden der Stadien IX-XII eine pannukleäre Färbung, wobei in elongierten 

Spermatiden kein γH2A.X nachgewiesen werden konnte (Abb. 33). 
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Abbildung 33: Aufkommen von γH2A.X in Testes von Prm2-defizienten Mäusen. 

Neben Aufnahmen von immunhistochemischen Färbungen gegen γH2A.X an Testisschnitten der drei 
Prm2-Genotypen (A, B, C) wurde der positive Nachweis von γH2A.X mit Hilfe der schematischen 
Darstellung der Stadien der murinen Spermatogenese gekennzeichnet (D). Für γH2A.X positive 
Bereiche ließ sich eine rote/braune Färbung erkennen, die im Kontrast zur Kernfärbung mit Hämatoxylin 
steht (blau). Die gezeigten Aufnahmen für Prm2+/+, Prm2+/- und Prm2-/- zeigen nur einen Teil der 
gefärbten Zelltypen, welche in Gänze schematisch in (D) zu sehen sind. Die vollständige Überlagerung 
eines Zelltyps mit der Farbe des jeweiligen Genotyps (Wt = grün, Het = gelb und Ko = rot) steht für eine 
komplette Färbung des Zellkernes, wohingegen bei nur halb überlagerten Zelltypen eine Teilfärbung 
ausgemacht werden konnte. Die Färbung von γH2A.X war für alle Genotypen identisch und begann 
bereits in den Spermatogonien. Zusätzlich zu den mit römischen Ziffern gekennzeichneten Stadien der 
jeweiligen Tubuli sind noch wesentliche Zelltypen beschriftet und der Maßstabsbalken entspricht 50 µm 
(A, B, C). Bei den Zelltypen der 12 Stadien handelt es sich um: Spermatogonien Typ A (A); 
Spermatogonien Typ A in Mitose (mIn), intermediate Spermatogonien in Mitose (Inm), Spermatogonien 
Typ B (B), Spermatogonien Typ B in Mitose (Bm) → zusammengefasst als Spermatogonien (SG), 
präleptotäne Spermatozyten (Pl), leptotäne Spermatozyten (L), zygotäne Spermatozyten (Z), pachytäne 
Spermatozyten (P), diplotäne Spermatozyten (D), sekundäre Spermatozyten in Meiose (m2om/M), 
1-8 runde Spermatiden (RS), 9-13 elongierende Spermatiden (ES), 14-16 elongierte Spermatiden (ET). 
(Abbildung (D) modifiziert nach [27, 36, 45]) 
 

Vergleichbar mit den Ergebnissen der immunhistochemischen Färbungen gegen den 

oxidativen Stressmarker 8-OHdG in Epididymis konnte auch für γH2A.X, welches bei DSBs 

der DNA auftritt, ein vermehrtes Aufkommen positiver Spermatozoen in Prm2-defizienten 

Mäusen festgestellt werden (Abb. 34, rechte Spalte). Caput und Cauda von Wt-Mäusen 
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zeigten keine spezifische Färbung der Spermatozoen für γH2A.X. Bei Het-Mäusen stieg die 

Anzahl der im Caput noch vereinzelt auftretenden positiven Spermatozoen im Laufe der 

Passage durch die Epididymides, da in der Cauda deutlich mehr positive Spermatozoen 

ausfindig gemacht werden konnten (Abb. 34, mittlere Spalte). Spermatozoen von Ko-Mäusen 

waren bereits zum Großteil im Caput der Epididymis spezifisch gefärbt und zeigten auch in 

der Cauda eine deutliche Kernfärbung, wobei vereinzelt auch γH2A.X negative Spermatozoen 

vorkamen (Abb. 34, rechte Spalte). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 34: Vermehrte DNA-Schäden in epididymalen Spermien Prm2-defizienter 

Mäuse. 

Für die Analyse von DNA-Schäden (Doppelstrangbrüchen) wurden Epididymis-Schnitte von 
Prm2-Mäusen immunhistochemisch gegen γH2A.X gefärbt. Entsprechende Aufnahmen von Caput 

(obere Reihe) und Cauda (untere Reihe) der Epididymis von Prm2+/+, Prm2+/- und Prm2-/- zeigten, dass 
die γH2A.X positiven Spermatozoen (Pfeil) vor allem in epididymalen Spermien von Prm2-/--Mäusen 
vorkamen und auch bereits im Caput vorhanden waren. Epididymale Spermien von Prm2+/+-Mäusen 
zeigten keine rötliche Färbung und für Prm2+/--Mäuse ließen sich im Caput nur vereinzelt und in der 
Cauda vermehrt rot gefärbte Spermatozoen finden. Neben den Spermatozoen wiesen die Hauptzellen 
(HZ/principal cells) in allen Genotypen eine rötliche Färbung auf. Die blaue Gegenfärbung erfolgte mit 
Hämatoxylin und Pfeile deuten auf γH2A.X positive Spermatozoen; Maßstabsbalken = 25 µm. 

 

Schließlich lässt sich festhalten, dass sowohl der Nachweis von 8-OHdG als auch der 

Nachweis von γH2A.X im Testis keine Unterschiede im Vergleich der Genotypen aufzeigte. 

In der Epididymis traten deutliche Differenzen zwischen den Genotypen auf, wobei der Verlust 

von Prm2 eine Rolle für das Aufkommen von 8-OHdG und γH2A.X zu spielen scheint, da 

Ko-Tiere die meisten spezifisch gefärbten Spermatozoen aufwiesen. 
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4.4.2 Oxidativer Stress und DNA-Schäden bei Spermien von fertilen und subfertilen 

Männern 

Inwieweit der oxidative Stressmarker 8-OHdG im Laufe der humanen Spermatogenese 

präsent ist, wurde mittels immunhistochemischer Färbungen für Testis (Abb. 35 A) und 

Epididymis (Abb. 35 B) festgestellt. Es konnte gezeigt werden, dass ausschließlich 

elongierende und elongierte Spermatiden (Sc-Sd) positiv für 8-OHdG sind, wobei die rötliche 

Färbung fast ausschließlich im Zytoplasma und nicht im Zellkernbereich vorzufinden war 

(Abb. 35 A, NSP, Pfeilspitzen). Diese Färbungen ließen sich nur bei Testisschnitten mit NSP 

finden, da aufgrund der fehlenden Zelltypen bei Testisschnitten mit SDA eine entsprechende 

Färbung unmöglich war. Auch in der Cauda der Epididymis konnten 8-OHdG positive 

Spermatozoen ausgemacht werden, wobei ebenfalls eine Zytoplasma- und keine Kernfärbung 

auftrat. Die Hauptzellen der Epididymis zeigten keine Färbung für 8-OHdG (Abb. 35 B).  
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Abbildung 35: Oxidativer Stressmarker 8-OHdG im Verlauf der humanen 

Spermatogenese. 

A: Dargestellt sind Aufnahmen von immunhistochemischen Färbungen gegen 8-OHdG an humanen 
Testisschnitten mit NSP (obere Reihe) und SDA (untere Reihe) mit ihren entsprechenden 
Negativkontrollen. Gefärbt wurden die Zytoplasmen von elongierenden und elongierten Spermatiden 
(Sc-Sd), welche beispielhaft im vergrößerten Ausschnitt durch < markiert wurden. Bei den 
gekennzeichneten Zelltypen handelt es sich um folgende: Spermatogonien (SG), pachytäne 
Spermatozyten (P), runde Spermatiden (Sa/1-3) und elongierende/elongierte Spermatiden (Sb-Sd/4-8); 
Sertoli-Zellen (SZ); Maßstabsbalken = 50 µm, Vergrößerte Ansicht = 10 µm; B: Aufnahmen der 
immunhistochemischen Färbung der humanen Cauda für 8-OHdG zeigten eine Zytoplasma-Färbung in 
Spermatozoen (SPZ). Die Hauptzellen (HZ) wiesen nur die durch die Gegenfärbung mit Hämatoxylin 
verursachte Blaufärbung auf. Negativkontrolle (rechts); Maßstabsbalken = 25 µm. 

 

Neben testikulären und epididymalen Spermien wurden auch Spermien aus Ejakulaten von 

fertilen und subfertilen Männern hinsichtlich des oxidativen Stressmarkers 8-OHdG untersucht. 

Die immunfluoreszenten Färbungen gegen 8-OHdG zeigten, dass bei Spermien von fertilen 

Männern kein 8-OHdG markiert werden konnte und Spermien von subfertilen Männern 

vereinzelt 8-OHdG aufwiesen (Abb. 36). Die Färbung von 8-OHdG äußerte sich bei den 

Spermien von subfertilen Männern durch eine punktuelle oder ringförmige Markierung  

(Abb. 36, Pfeil) in oder um den Zellkern. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 36: Oxidativer Stress bei Spermien von subfertilen Männern. 

Dargestellt sind Aufnahmen von immunfluoreszent markierten Spermien von fertilen (obere Reihe) und 
subfertilen Männern (untere Reihe). Die blaue Zellkernfärbung erfolgte mit Hoechst (linke Spalte) und 
die rote Markierung von 8-OHdG (mittlere Spalte) über den entsprechenden Primär- und 
Sekundärantikörper. Die Überlagerung der beiden Färbungen (rechte Spalte) zeigte, dass 8-OHdG um 
und im Zellkern bei Spermien von subfertilen Männern zu finden ist und bei Spermien von fertilen 
Männern nicht detektiert werden konnte. Pfeil = ringförmige Markierung; Maßstabsbalken = 20 µm. 
 

Vergleichbar zur Vorgehensweise unter 4.4.1 wurden auch humane Testis- und 

Epididymisschnitte sowie Spermien immunhistochemisch bzw. immunfluoreszent gegen 

γH2A.X gefärbt. Die Färbung der Testisschnitte stellte sich konträr zur Färbung von 8-OHdG 
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dar, weil bei NSP eine Kernfärbung in allen Zelltypen der Spermatogenese außer 

elongierenden und elongierten Spermatiden (Sb-Sd) ausgemacht werden konnte (Abb. 37 A). 

Für Schnitte von Testisgewebe mit SDA war dies ebenfalls zutreffend, allerdings fehlten 

aufgrund des Arrests elongierende und elongierte Spermatiden. Bei genauer Betrachtung der 

elongierenden und elongierten Spermatiden ließ sich eine rötliche Färbung des Mittelstücks 

feststellen (Abb. 37 A, Vergrößerter Ausschnitt, (<)). Zudem zeigten auch Sertoli-Zellen eine 

rötliche Kernfärbung (Abb. 37 A). In der Cauda der Epididymis wurden die Hauptzellen  

gefärbt und Spermatozoen zeigten keine Färbung für γH2A.X (Abb. 37 B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 37: Histon γH2A.X im Verlauf der humanen Spermatogenese.  

A: Repräsentative Aufnahmen von immunhistochemischen Färbungen gegen γH2A.X an humanen 
Testisschnitten mit NSP und SDA. Neben den für γH2A.X positiven Sertoli-Zellen (SZ) lag bei allen 
Zelltypen bis einschließlich zum Schritt der runden Spermatiden (Sa) eine rötliche Färbung des 
Zellkernes vor. Die bei der NSP vorzufindenden elongierenden und elongierten Spermatiden zeigten 
eine Färbung für γH2A.X im Mittelstück (Vergrößerter Ausschnitt (<)). Entsprechend der Gegenfärbung 
mit Hämatoxylin erschienen die Zellkerne der elongierenden und elongierten Spermatiden sowie 
sämtliche Zellen der Negativkontrollen in blauer Färbung. Die gekennzeichneten Zelltypen sind: 
Spermatogonien (SG), pachytäne Spermatozyten (P), runde Spermatiden (Sa/1-3) und 
elongierende/elongierte Spermatiden (Sb-Sd/4-8); Sertoli-Zellen (SZ); Maßstabsbalken = 50 µm, 
Vergrößert (= 10 µm); B: In der Cauda befindliche Spermatozoen (SPZ) waren im Gegensatz zu den 
Hauptzellen (HZ) nicht positiv für γH2A.X, eine Gegenfärbung erfolgte mit Hämatoxylin; 
Maßstabsbalken = 25 µm. 
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Bei der Immunfluoreszenz-Färbung für Spermien von fertilen und subfertilen Männern gegen 

γH2A.X zeigte sich, dass der Großteil der Spermien im Bereich des Mittelstücks positiv war 

(Abb. 38). Unter den subfertilen Männern fanden sich zudem Spermien, bei denen γH2A.X im 

Mittelstück und im Zellkernbereich vorkam (Abb. 38, weiße Pfeile). Insbesondere diese 

Spermien wiesen auch eine weniger intensive, blaue Färbung des Zellkernes mit Hoechst auf. 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 38: Lokalisierung von γH2A.X bei Spermien fertiler und subfertiler Männer.  

Bei Ausstrichen mit Spermien von fertilen und subfertilen Männern wurde Histon γH2A.X (rot) 
immunfluoreszent markiert (mittlere Spalte). Zudem erfolgte die Zellkernfärbung mit Hoechst (blau, linke 
Spalte). Sowohl Spermien von fertilen als auch von subfertilen Männern zeigten ein für γH2A.X positives 
Mittelstück. In der Gruppe Subfertil ließ sich die rote γH2A.X-Markierung auch im Zellkernbereich 
erkennen (Pfeil). Die Übereinstimmung der Zellkernmarkierung und der γH2A.X-Markierung geht aus 
den überlagerten Aufnahmen (rechte Spalte) hervor; Maßstabsbalken = 20 µm. 

 

Letztlich beliefen sich die relevanten Auffälligkeiten in Bezug auf den oxidativen Stressmarker 

8-OHdG und Histon γH2A.X auf die unterschiedlichen Färbungen der Spermien. Bei 

subfertilen Männern traten beide Marker im Zellkern auf, wohingegen die Zellkerne von 

Spermien fertiler Männer weder positiv für 8-OHdG noch für γH2A.X waren. 

 

4.5 Analyse der Spermienkopfmorphologie  

Die Auswirkungen einer veränderten Protamin-Ratio bzw. einer Protamin-2-Defizienz sowie 

von oxidativem Stress (DNA-Fragmentierung) auf die Spermienkopfmorphologie wurden 

durch die Analyse von zellkerngefärbten Spermien ermittelt. Die Quantifizierung erfolgte über 

das entsprechende Plug-in einer Bildbearbeitungssoftware (s. 3.3.7). 
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4.5.1 Spermienkopfmorphologie bei Mäusen mit Prm2-Defizienz 

Die nachfolgenden Ergebnisse lieferten eine Analyse der Spermienkopfmorphologie von 

testikulären und epididymalen Spermien der Prm2-Mäuse und den Vergleich der einzelnen 

Faktoren zwischen den Genotypen. Für testikuläre Spermien bzw. Schritt 16 Spermatiden 

wurden Testisschnitte mit Hämatoxylin gefärbt und entsprechende Aufnahmen mittels 

ImageJ/Fiji analysiert. Die Aufnahmen zeigten keine Unterschiede zwischen den Genotypen 

in Bezug auf die Spermienkopfmorphologie, sodass alle Tubuli die charakteristische 

sichelförmige Kopfform und -größe beinhalteten (Abb. 39 A). Die Quantifizierung von 

Spermienkopflänge und -weite von Schritt 16 Spermatiden ließ keine signifikanten 

Unterschiede für den Vergleich von Prm2-defizienten Mäusen mit Wildtypen und 

heterozygoten Tieren erkennen (Abb. 39 B).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 39: Vergleich der testikulären Spermienkopfmorphologie bei Prm2-Mäusen. 

A: Repräsentative Aufnahmen bei 400-facher Vergrößerung von mit Hämatoxylin gefärbten murinen 
Testisschnitten (Stadien VII/VIII) der drei Prm2-Genotypen; Maßstabsbalken = 25 µm. B: Gezeigt sind 
die Mittelwerte mit s.e.m. von Spermienkopflänge und Spermienkopfweite. Die Quantifizierung der 
mittels ImageJ/Fiji analysierten Spermienkopfmorphologie von Schritt 16 Spermatiden zeigte im 
Vergleich von Länge und Weite zwischen den Genotypen keine signifikanten Unterschiede. Pro 
Genotyp wurden fünf Tiere und jeweils zehn Aufnahmen pro Tier verwendet (n = 5); Spermienkopflänge 
und -weite in µm: Wt = 5,26 & 2,03, Het = 5,19 & 2,05 und Ko = 5,28 und 2,04. (Abbildung modifiziert 
nach [214]) 

 

Neben testikulären wurden auch epididymale Spermien mit Blick auf die 

Spermienkopfmorphologie analysiert und zwischen den Genotypen verglichen (Abb. 40). 

Aufnahmen von zellkerngefärbten, epididymalen Spermienköpfen zeigten, dass die 

Spermienköpfe der Prm2-/--Tiere zum einen deutlich kleiner und schwächer gefärbt im 

Vergleich zu den Spermien der Prm2+/+- und Prm2+/--Tieren waren und zum anderen die 

charakteristische Sichelform nur schwach bis gar nicht erkennbar war (Abb. 40 A). Der Verlust 

der charakteristischen Spermienkopfform konnte zudem durch die softwarebasierte Analyse 

und Ermittlung einer Konsensform pro Genotyp nachgewiesen werden (Abb. 40 B). Anhand 
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der errechneten Werte für Kopffläche und -umfang und deren Vergleich zwischen den 

Genotypen, konnten signifikante Unterschiede aufgezeigt werden (Abb. 40 A und C). Die 

Spermienköpfe der Prm2-/--Tiere waren im Vergleich zu denen von Prm2+/+- und Prm2+/--Tieren 

signifikant kleiner in Fläche und Umfang. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 40: Veränderte Spermienkopfmorphologie bei epididymalen Spermien mit 

Prm2-Defizienz. 

A: Epididymale Spermien wurden auf Objektträgern ausgestrichen und mit Hoechst gefärbt. Dargestellt 
sind repräsentative Aufnahmen (1000-fache Vergrößerung) von gefärbten epididymalen 
Spermienköpfen (blau) für die drei Genotypen; Maßstabsbalken = 20 µm. B: Errechnete Konsensformen 
für die Spermienkopfmorphologie der jeweiligen Genotypgruppe und der Vergleich durch Überlagerung. 
C, D: Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte mit s.e.m., der von der Software berechneten 
Kopffläche in µm2 und des Kopfumfangs in µm für epididymale Spermien von Prm2+/+, Prm2+/- und 
Prm2-/-. Signifikante Unterschiede wurden über Kruskal-Wallis Test und für den Mehrfachvergleich mit 
Dunn´s Test ermittelt: **** p ≤ 0,0001; Pro Genotyp wurden 100 Spermienköpfe von mindestens drei 
Tieren analysiert Kopffläche und -umfang: Wt = 20,15 µm2 & 20,77 µm, Het = 18,46 µm2 & 20,59 µm 
und Ko = 11,1 µm2 & 13,97 µm. 
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Abschließend lässt sich festhalten, dass Unterschiede bzgl. der Spermienkopfmorphologie bei 

Mäusen mit unterschiedlichem Prm2-Gehalt erst bei Spermien in der Epididymis 

nachzuweisen waren.  

 

4.5.2 Untersuchung der Spermienkopfmorphologie von fertilen und subfertilen Männern  

Bei der Analyse der Spermienkopfmorphologie von Männern wurden ausschließlich Spermien 

aus Ejakulatproben verwendet, da für testikuläre und Spermien aus der Epididymis nicht 

ausreichend bzw. keine Proben bereitgestellt werden konnten. Die Ejakulatproben wurden 

anhand der zugehörigen Spermiogramme der Gruppe Fertil oder Subfertil zugeordnet und die 

Spermien auf Objektträgern ausgestrichen. Eine Zellkernfärbung der Spermienköpfe mit 

Hoechst und die entsprechenden Aufnahmen zeigten, dass die Spermienköpfe der subfertilen 

Männer im Vergleich zu denen der fertilen Männer tendenziell kleiner und schwächer gefärbt 

waren (Abb. 41 A). Die verringerte Kopfgröße für die heterogene Gruppe von subfertilen 

Spermien im Vergleich zu den fertilen Spermien konnte auch durch die softwarebasierte 

Analyse bestätigt werden (Abb. 41 B-D). Die morphologischen Abweichungen der subfertilen 

Spermien beliefen sich neben einer kleineren Konsensform zudem auf eine signifikant 

kleinere(n) Kopffläche und -umfang (Abb. 41 B-D).  

 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die Spermienköpfe der Subfertil-Gruppe 

signifikant kleiner in Fläche und Umfang waren, jedoch keine weiteren morphologischen 

Auffälligkeiten im Vergleich zur Fertil-Gruppe aufwiesen. 
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Abbildung 41: Größenunterschiede bei Spermien von fertilen und subfertilen Männern. 

A: Spermien aus Ejakulatproben von Männern der Gruppe Fertil und Subfertil wurden auf Objektträgern 
ausgestrichen und mit Hoechst gefärbt. Dargestellt sind repräsentative Aufnahmen 
(1000-fache Vergrößerung) von gefärbten Spermienköpfen (blau) für die beiden Gruppen. 
Maßstabsbalken = 20 µm. B: Errechnete Konsensformen für die Spermienkopfmorphologie der 
jeweiligen Gruppe und der Vergleich durch Überlagerung. C, D: Der Vergleich von Kopffläche in µm2 
und Kopfumfang in µm zwischen den Gruppen Fertil und Subfertil wurde als Balkendiagramm 
dargestellt, bei dem die Mittelwerte mit s.e.m. zu sehen sind. Zur Feststellung signifikanter Unterschiede 
wurde der nicht-parametrische Mann-Whitney-U-Test verwendet: C: ** p = 0,0042; D: ** p = 0,0077; 
Pro Gruppe wurden mindestens 100 Spermienköpfe von 5 Ejakulatproben analysiert; Kopffläche und -
umfang: Fertil = 13,39 µm2 & 14,49 µm und Subfertil = 12,38 µm2 & 13,7 µm. 

 

4.6 Flagellum-assoziierte Ionenkanal-Untereinheit CatSper1/CATSPER1 als 

Fertilitätsfaktor 

Abgesehen von den Auswirkungen reduzierter PRM2-Level bis hin zur Prm2-Defizienz auf den 

Spermienkopf, einschließlich des Zellkerns, konnte mittels qPCR auch ein Einfluss auf den im 

Flagellum lokalisierten Ionenkanal cation channel sperm associated (CatSper) sowie 

spezifisch auf die Untereinheit CatSper1/CATSPER1 nachgewiesen werden. Sowohl bei 

murinen epididymalen Spermien als auch bei humanen Spermien konnten signifikante 

Unterschiede beim Vergleich der fertilen, subfertilen und infertilen Spermien festgestellt 

werden.  

 

Die Bestimmung des rel. Expressionslevels von CatSper1 für die epididymalen Spermien der 

Prm2-Mäuse zeigte, dass Spermien von Wt- und Het-Mäusen nahezu den gleichen Mittelwert 

mit 1,11 für Wt und 1,09 für Het für CatSper1 aufwiesen und die Spermien von Ko-Mäusen mit 

0,25 deutlich darunter lagen (Abb. 42 A). Durch eine statistische Auswertung konnten diese 

Unterschiede zwischen Wt-Ko und Het-Ko als signifikant eingestuft werden. 
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Die rel. Expressionslevel von CATSPER1 zeigten bei humanen Spermien vergleichbare Werte 

mit 1,39 für fertile und 0,28 für subfertile Spermien (Abb. 42 B). Eine entsprechende 

statistische Analyse zeigte, dass dieser Unterschied signifikant war.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 42: Verringerte CatSper1/CATSPER1-Expression in Prm2-defizienten 

murinen und subfertilen humanen Spermien mit geringem PRM2-Gehalt. 

Die rel. Expressionslevel von CatSper1/CATSPER1 für murine epididymale (A) und humane Spermien 
(B) wurden über ß-Aktin normalisiert, mit der ΔΔCt-Methode ermittelt, und zwischen den Gruppen der 
Prm2-Mäuse bzw. der fertilen und subfertilen Männer verglichen. A: Zu sehen sind die Mittelwerte mit 
Standardfehler (s.e.m.) für die unterschiedlichen Genotypen. Pro Genotyp n = 8. Signifikante 
Unterschiede wurden über eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) und Tukey-Test ermittelt: 
**** p ≤ 0,0001; B: Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler (s.e.m.) für die Gruppen Fertil und 
Subfertil. Fertil: n = 60; Subfertil: n = 40; Zur Feststellung signifikanter Unterschiede wurde der 
nicht-parametrische Mann-Whitney-U-Test verwendet: *** p ≤ 0,0001. Catsper1: Wt = 1,11,  
Het = 1,09 und Ko = 0,25; CATSPER1: Fertil = 1,39 und Subfertil = 0,28.  

 

Somit lässt sich zusammenfassend festhalten, dass sowohl bei Prm2-defizienten  

Mäusen als auch bei subfertilen Männern die Expression der Ionenkanal-Untereinheit 

CatSper1/CATSPER1 nur eingeschränkt bzw. deutlich vermindert stattfindet. 
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4.7 Charakterisierung der Auswirkungen einer abweichenden Protamin-Ratio auf die 

posttranslationalen Modifikationen der Kernhistone H3 und H4 im Verlauf der 

Spermatogenese  

Inwieweit die posttranslationalen Modifikationen der Histone H3 und H4 in murinen und 

humanen Spermien vorhanden sind und ob es durch abweichende Protaminverhältnisse zu 

Veränderungen hinsichtlich der Häufigkeit bestimmter Modifikationen kommen kann, wurde 

zunächst über eine massenspektrometrische Analyse ermittelt. Darauffolgend wurden 

immunhistochemische und -fluoreszente Färbungen sowie Western Blot Versuche für eine 

Auswahl an Methylierungen und Acetylierungen von Lysinresten der Kernhistone H3 und H4 

mit verschiedenem Probenmaterial durchgeführt. 

 

4.7.1 Massenspektrometrische Identifizierung der Histonmodifikationen für H3 und H4 

in Spermien von Maus und Mann 

In Kooperation mit der Proteinanalytik der Ludwig-Maximilians-Universität München (LMU) 

wurden posttranslationale Modifikationen der Kernhistone H3 und H4 in Spermien von 

Männern und Mäusen mit von der Norm abweichender Protamin-Ratio analysiert und mit 

denen von gesunden, fertilen Spermien verglichen. Bei dieser Analyse sowie allen weiteren 

Analysen bezüglich der Histon-PTMs standen Methylierungen (me1-3) und Acetylierungen 

(ac) im Fokus. 

 

4.7.1.1 Analyse und Vergleich der Histonmodifikationen zwischen den Genotypen der 

Prm2-Mäuse 

Zur Identifizierung der in den epididymalen Spermien der Prm2-Mäuse vorkommenden Histon-

PTMs wurde eine massenspektrometrische Analyse durchgeführt. Über diese Methode konnte 

für eine Vielzahl von PTMs der Prozentsatz pro Peptid ermittelt werden (Abb. 43). Unabhängig 

vom untersuchten Histon fiel auf, dass der Prozentsatz der jeweiligen PTMs pro Peptid ein 

breites Spektrum abdeckte, da manche PTMs im Bereich von 1% oder weniger und andere 

jenseits der 50% lagen.  
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Abbildung 43: Massenspektrometrische Analyse der Histonmodifikationen für 

epididymale Spermien von Prm2-Mäusen. 

Mittels bottom-up LC-MS/MS konnten die aus Spermien der Prm2-Mäuse extrahierten Histone 
hinsichtlich ihrer PTMs (Methylierung und Acetylierung) analysiert werden. Zu sehen sind die Mittelwerte 
des Prozentsatzes der jeweiligen Modifikationen pro Peptid mit Standardfehler (s.e.m.) für die 
Kernhistone H3 (A) und H4 (B) der drei Genotypen der Prm2-Mäuse. Als Modifikationen aufgeführt sind 
Acetylierung (ac) und Methylierung (me1-3), welche hinter dem jeweiligen Lysin stehen. Bei mehreren 
unmodifizierten (unmod) Lysinen wurden diese zusammengefasst gelistet. Bei einer Nummerierung 
(z.B. _1) der aufgeführten Peptide samt Histonmodifikationen handelt es sich um einen der 
verschiedenen, gemessenen Peaks, die zwar den gleichen Histonmodifikationen zugeordnet werden 
konnten, sich aber in Intensität und Retentionszeit minimal unterschieden. Die komparative, statistische 
Analyse erfolgte mittels multipler t-Tests, wobei die p-Werte für multiples Testen über die Holm-Sidak 
Methode angepasst wurden. Pro Genotypgruppe wurden epididymale Spermien von acht Tieren (n = 8) 
analysiert. A: Für H3 zeigte nur H3K9me3 K14unmod einen signifikanten Unterschied (rote Umrandung) 
beim Vergleich von Wt und Het; H3K9me3 K14unmod: Prm2+/+/Prm2+/- : * p = 0,047; B: Bei Histon H4 
ließen sich mehrere signifikante Unterschiede (rote Umrandung), vor allem in Bezug auf die 
Acetylierung, feststellen; H4K5ac K8ac K12ac K16unmod_1: Prm2+/+/Prm2-/- : * p = 0,021; 
Prm2+/-/Prm2-/- : ** p = 0,0026; H4K5ac K8ac K12ac K16unmod_2: Prm2+/+/Prm2-/- : *** p = 0,0004; 
Prm2+/-/Prm2-/- ** p = 0,0023; H4K5ac K8ac K12ac K16ac: Prm2+/+/Prm2-/- : * p = 0,013; Prm2+/-/Prm2-/- : 
** p = 0,00056. (Abbildung modifiziert nach [74]) 
 

Signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen wurden für Histon H3 nur bei 

H3K9me3 K14unmod im Vergleich zwischen Prm2+/+ und Prm2+/- beobachtet (Abb. 43 A). Der 

prozentuale Anteil für H3.3 (H3.3K27K36K37unmod) im Vergleich zur H3.1 Histonvariante 

(H3) zeigte zwischen den Genotypen keine signifikanten Unterschiede (Abb. 43 A). Für Histon 

H4 lagen in Bezug auf Acetylierungen signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen vor. 

Insbesondere das Peptid H4 4-17 mit den Lysinen K5, K8, K12 und K16 zeigte unter den 

Genotypen eindeutige Unterschiede hinsichtlich des Prozentsatzes der Modifikation pro 

Peptid. Bei H4K5ac K8ac K12ac K16ac ließ sich eine Abstufung des Prozentsatzes in Bezug 

auf die Präsenz von Prm2 ausmachen, da die Mittelwerte für Prm2+/+: 5,211, für  

Prm2+/-: 2,94 und für Prm2-/-: 0,223 betrugen (Abb. 43 B). 

 

4.7.1.2 Untersuchung und Vergleich der Anteile posttranslationaler Modifikationen bei 

Spermien von fertilen und subfertilen Männern 

Für einen Überblick der Histon-PTMs in fertilen Spermien und subfertilen Spermien mit 

geringerem PRM2-Gehalt wurden diese mittels LC-MS/MS analysiert. Vergleichbar mit den 

entsprechenden Ergebnissen der Prm2-Mäuse (s. 4.7.1.1) reichte auch bei humanen 

Spermien der Anteil an bestimmten Histon-PTMs von wenigen Prozent bis hin zu Werten 

jenseits der 50% (Abb. 44). Die Analyse der PTMs von H3 erbrachte signifikante Unterschiede 

für H3K18unmod K23ac, H3K18K23unmod und H3K27me2 K36K37unmod. In der subfertilen 

Gruppe waren die Anteile von H3K18unmod/K23ac und H3K27me2/K36K37unmod im 

Vergleich zur fertilen Kontrollgruppe erhöht, während die Werte für H3K18K23unmod deutlich 
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geringer ausfielen. Zudem war der Anteil der Histonvariante H3.3 bzw. H3.3K27K36K37unmod 

in subfertilen Spermien signifikant niedriger als in fertilen Spermien (Abb. 44 A).  
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Abbildung 44: Massenspektrometrische Analyse der Histonmodifikationen für 

Spermien von fertilen und subfertilen Männern. 

Durch die Methodik der bottom-up LC-MS/MS konnten Proteinextrakte von fertilen und subfertilen, 
humanen Spermien hinsichtlich der Histon-PTMs (Methylierung und Acetylierung) von H3 und H4 
analysiert werden. Dargestellt sind die Mittelwerte des Prozentsatzes der jeweiligen Modifikationen pro 
Peptid mit Standardfehler (s.e.m.) für die Kernhistone H3 (A) und H4 (B) von fertilen und subfertilen 
humanen Spermien. Als Modifikationen aufgeführt sind Acetylierung (ac) und Methylierung (me1-3), 
welche hinter dem jeweiligen Lysin stehen. Bei mehreren unmodifizierten (unmod) Lysinen wurden 
diese zusammengefasst gelistet. Die Nummerierung der aufgeführten Peptide mit Histonmodifikationen 
(z.B. _1) zeigt die verschiedenen, gemessenen Peaks, die zwar den gleichen Histonmodifikationen 
zugeordnet werden können, sich aber in Intensität und Retentionszeit minimal unterschieden, an. Zur 
statistischen Auswertung wurden multiple t-Tests herangezogen und die p-Werte im Anschluss für 
multiples Testen über die Holm-Sidak Methode angepasst. Die Gruppengröße belief sich bei den 
Fertilen auf n = 20 und bei den Subfertilen auf n = 10. A: Signifikante Unterschiede (rote Umrandung) 
zwischen Fertilen und Subfertilen konnten bei Histon H3 für die folgenden Histon-PTMs ermittelt 
werden: H3K18unmod K23ac: * p = 0,011; H3K18K23unmod: * p = 0,031; H3.3K27K36K37unmod: 
** p = 0,0027; H3K27me2 K36K37unmod: * p = 0,037; B: Für Histon H4 zeigten vor allem die mehrfach 
acetylierten Peptide signifikante Unterschiede (rote Umrandung) beim Vergleich der beiden Gruppen: 
H4K5ac K8ac K12ac K16unmod_1: ** p = 0,0093; H4K5ac K8ac K12ac K16unmod_2: * p = 0,02; 
H4K5ac K8ac K12ac K16ac: * p = 0,026. (Abbildung modifiziert nach [74]) 

 

Mit Blick auf Histon H4 ließ sich ein vergleichbares Ergebnis wie bei den murinen Proben 

erkennen, da die prozentualen Anteile der PTMs für das Peptid H4 4-17 im Vergleich der 

beiden Gruppen (Fertil vs. Subfertil) signifikante Unterschiede aufwiesen. Diese äußerten sich 

durch verringerte prozentuale Anteile der jeweiligen Modifikation in subfertilen Spermien mit 

abweichender Protamin-Ratio (Abb. 44 B). Als Beispiel ist hierfür H4K5ac K8ac K12ac K16ac 

mit ~28% für fertile und ~15% für subfertile Spermien zu nennen. 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die PTMs der Kernhistone H3 und H4 hinsichtlich 

Methylierungen und Acetylierungen signifikante Unterschiede zwischen murinen und 

humanen Spermien mit abweichender Protamin-Ratio und den jeweiligen Kontrollgruppen 

aufwiesen.  

 

4.7.2 Nachweis von posttranslationalen Histonmodifikationen der Kernhistone 

H3 und H4 in der murinen und humanen Spermatogenese  

Inwieweit die Modifikationen von H3 und H4 im Verlauf der Spermatogenese bei 

fertilen/subfertilen Männern und Prm2-Mäusen auftreten und welche Zelltypen diese 

aufweisen, wurde über immunfluoreszente und/oder immunhistochemische Färbungen an 

entsprechenden Gewebeschnitten oder Ausstrichen ermittelt.  
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4.7.2.1 Einfluss einer Prm2-Defizienz auf posttranslationale Histonmodifikationen im 

Zuge der murinen Spermatogenese 

Um die verschiedenen Histonmodifikationen während der murinen Spermatogenese 

nachweisen und lokalisieren zu können, wurden immunhistochemische Färbungen an 

Testisschnitten und immunfluoreszente Färbungen an epididymalen Spermien durchgeführt 

und die zell- bzw. stadienspezifische Expression festgehalten. Zudem wurden 

immunhistochemische Färbungen an Epididymis-Schnitten vollzogen, wobei allerdings für 

keine der PTMs eine Färbung in den epididymalen Spermien ausgemacht werden konnte, 

sodass die Aufnahmen dieser Färbungen in diese Arbeit nicht implementiert wurden. Trotz 

alledem konnten PTMs in epididymalen Spermien nachgewiesen werden, allerdings anhand 

von Spermienausstrichen und einer entsprechenden Behandlung der Spermien zur 

Dekondensation und der bereits erwähnten immunfluoreszenten Färbung.  

 

Vor den immunhistochemischen und -fluoreszenten Färbungen gegen Histonmodifikationen 

(PTMs) von H3 und H4 wurden die beiden Kernhistone ohne Berücksichtigung von PTMs 

nachgewiesen (Abb. 45 und Abb. 58). Histon H3 konnte in jedem der zwölf Stadien in 

mindestens zwei Zelltypen detektiert werden.  
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Abbildung 45: Histon H3-Expression im Testis und in epididymalen Spermien von 

Prm2-defizienten Mäusen. 

Gezeigt sind repräsentative Aufnahmen des immunhistochemischen und -fluoreszenten Nachweises 
von Histon H3 im Testis (A-C) und in epididymalen Spermien (E-J) von Prm2-Mäusen sowie eine 
schematische Darstellung des stadienspezifischen Expressionsmusters (D). Eine halbe Überlagerung 
von Zelltypen im Schema weist auf eine schwache oder partielle Färbung hin (Abbildung modifiziert 
nach [27, 36, 45]). Testis: Histon H3 positive Zellen zeigten eine rötliche Färbung und die übrigen 
Zellkerne wurden durch die Gegenfärbung mit Hämatoxylin blau gefärbt. Die Stadien der 
Spermatogenese sind durch römische Ziffern gekennzeichnet. Pro Genotyp wurden Färbungen von fünf 
Tieren analysiert (n = 5); Maßstabsbalken = 50 µm; Zelltypen: Spermatogonien Typ A (A); 
Spermatogonien Typ A in Mitose (mIn), intermediate Spermatogonien in Mitose (Inm), Spermatogonien 
Typ B (B), Spermatogonien Typ B in Mitose (Bm) → zusammengefasst als Spermatogonien (SG), 
präleptotäne Spermatozyten (Pl), leptotäne Spermatozyten (L), zygotäne Spermatozyten (Z), pachytäne 
Spermatozyten (P), diplotäne Spermatozyten (D), sekundäre Spermatozyten in Meiose (m2om/M), 
1-8 runde Spermatiden (RS), 9-13 elongierende Spermatiden (ES), 14-16 elongierte Spermatiden (ET). 
Epididymale Spermien: Aufnahmen mittels Fluoreszenzmikroskopie (FM) (E-G) zeigten neben der 
blauen Kernfärbung (Hoechst) auch die entsprechende Antikörperfärbung in rot, welche bei 
Überlagerung mit der Kernfärbung pink erschien. Durch die Kombination von FM und Lichtmikroskopie 
(LM) (H-J) konnten neben den nicht markierten Flagellen auch Spermien detektiert werden, die keine 
blaue Kernfärbung aufwiesen. Pro Genotyp wurden Färbungen von fünf Tieren (n = 5) und pro Tier 
mindestens 50 Spermien analysiert; Maßstabsbalken = 20 µm. (Abbildung modifiziert nach [74]) 
 

Ein Nachweis in den elongierten Spermatiden ab Schritt 13 sowie in den pachytänen 

Spermatozyten der späten Stadien blieb aus (Abb. 45 A-D). Die immunfluoreszente 

Markierung von Histon H3 in epididymalen Spermien war in nahezu allen Spermienköpfen 

auszumachen, wobei die Markierung nahe des Akrosoms auftrat und die Hälfte des Zellkernes 

einnahm (Abb. 45 E-J). Zudem ließen sich zwischen den verschiedenen Genotypen weder im 

Testis noch bei epididymalen Spermien signifikante Unterschiede ausmachen.  
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Der Nachweis der Trimethylierung von H3K4 (H3K4me3) zeigte, dass Spermatogonien, 

Spermatozyten bis einschließlich der zygotänen Spermatozyten, elongierende Spermatiden 

(Schritt 9-12) sowie Spermatozyten während der Meiose (M) positiv für H3K4me3 waren 

(Abb. 46 A-D). Zudem waren auch die Residualkörper (RK) in Stadium VIII rötlich gefärbt. 

Abweichend von den Ergebnissen für Wt- und Het- konnte für Ko-Tiere auch eine schwache 

rötliche Färbung der runden Spermatiden in frühen und mittleren Stadien ermittelt werden 

(Abb. 46 A-D). Für epididymale Spermien ließen sich zwar rot markierte Spermienköpfe 

ausmachen, allerdings gingen diese nicht einher mit der Zellkernfärbung und beschränkten 

sich auf mikrozephale Spermien (Abb. 46 E-J). Spermienköpfe mit positiver Zellkernfärbung 

waren im Vergleich zu den ausschließlich für H3K4me3 positiven Köpfen deutlich größer, was 

unter Umständen auf einen unterschiedlichen Erfolg der Dekondensation zurückzuführen war 

(Abb. 46 E-J). Die Anzahl der H3K4me3 positiven Spermienköpfe und das Verhältnis zu 

ausschließlich Hoechst-markierten Köpfen war zwischen den Genotypen fast identisch. 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Frühe 
Stadien 

Mittlere 
Stadien 

Späte 
Stadien 

D 

A 

Prm2
-/-

  
Prm2

+/-
  

Prm2
+/+

  

Prm2
+/+

  

Prm2
-/-

  

Prm2
+/-

  A 

H3K4me3 

B 

C 

XI-XII 

RS 

ES→ 
IX-X 

IV-V 

ES→ RS→ 

ET 

ET 

ES→ 

L→ 
P 

M 

M 

RS→ 

Z XI-XII 

D 

P→ 

XI-XII 

ES→ 

M D 
X 

ES→ 

VIII 
ET 

ET 

RS→ 

P→ 

L→ 

Z 

VII-VIII 
ET 

RS X 

ES 
Pl 

Pl 
P L 

XI-XII 

ES Z→ 

RK 

RK→ 

RK 



 Ergebnisse I Alexander Kruse 

 
 - 99 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 46: Charakterisierung der H3K4me3-Expression im Testis und in 

epididymalen Spermien von Mäusen mit Prm2-Defizienz. 

Für den Nachweis von H3K4me3 wurden immunhistochemische Färbungen an Testisschnitten (A-C) 
und immunfluoreszente Färbungen an epididymalen Spermien (E-J) von Prm2-Mäusen durchgeführt 
und die Ergebnisse über Aufnahmen sowie einen schematischen Überblick des stadienspezifischen 
Expressionsmusters (D) festgehalten (Abbildung modifiziert nach [27, 36, 45]). Im Schema weist die 
teilweise Überlagerung der Zelltypen mit den Farben der Genotypen auf eine schwache oder partielle 
Färbung hin. Testis: Zellen, in denen H3K4me3 nachweisbar war, zeigten eine rötliche Färbung und 
übrige Zellkerne wurden durch die Gegenfärbung mit Hämatoxylin blau gefärbt. Römische Ziffern 
kennzeichnen die jeweiligen Stadien der Spermatogenese. Tiere pro Genotyp = 5; 
Maßstabsbalken = 50 µm; RK = Residualkörper; Zelltypen: siehe Abb. 45. Epididymale Spermien: 
Fluoreszenzmikroskopische, repräsentative Aufnahmen ließen Zellkerne durch Hoechst (blau) und die 
ausgewählte PTM (H3K4me3) in rot erkennen (E-J). Bei einer Überlagerung von Kernfärbung und 
Antikörperfärbung stellten sich diese Bereiche als pink dar. Die mit weißen Pfeilen markierten 
Spermienköpfe zeigten eine rote Färbung, aber keine blaue Zellkernfärbung. Dass es sich hierbei 
trotzdem um Spermienköpfe handelte, wurde durch Überlagerung von Fluoreszenzmarkierung (FM) und 
lichtmikroskopischen Aufnahmen (LM) und der damit einhergehenden Sichtbarkeit der dazugehörigen 
Flagellen deutlich (H-J). Zur Auswertung der Markierung zählten pro Genotyp fünf Tiere (n = 5) und pro 
Tier mindestens 50 Spermien; Maßstabsbalken = 20 µm. (Abbildung modifiziert nach [74]) 

 

Die Acetylierung von K9 des Histons H3 (H3K9ac) konnte bereits in frühen Stadien und zwar 

in Spermatogonien und runden Spermatiden nachgewiesen werden (Abb. 47 A-D). Zudem 

zeigten präleptotäne, leptotäne und zygotäne Spermatozyten, genauso wie die elongierenden 

Spermatiden von Schritt 9-12, eine rötliche Färbung. In elongierten Spermatiden  

Schritt 13-16 und pachytänen Spermatozyten lag keine Rotfärbung vor (Abb. 47 A-D). 
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Abbildung 47: Expressionsmuster von H3K9ac im Testis und ausbleibender Nachweis 

in epididymalen Spermien von Prm2-Mäusen. 

Über immunhistochemische Färbungen gegen H3K9ac an Testisschnitten (A-D) und 
immunfluoreszente Färbungen an epididymalen Spermien (E-J) von Prm2-Mäusen konnte das 
entsprechende Expressionsmuster ermittelt werden. Neben repräsentativen Aufnahmen der Färbungen 
(A-C und E-J) wird auch die Zusammenfassung der für H3K9ac positiven Zelltypen in einem 
Schema (D) gezeigt, bei dem eine halbe Überlagerung der Zelltypen für eine schwache oder partielle 
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Färbung steht (Abbildung modifiziert nach [27, 36, 45]). Testis: Für H3K9ac positive Zellen konnte eine 
rötliche und für die übrigen Zellkerne, durch die Gegenfärbung mit Hämatoxylin, eine blaue Färbung 
detektiert werden. Eine Beschriftung der Stadien der Spermatogenese erfolgte durch römische Ziffern. 
Pro Genotyp wurden fünf Tiere untersucht n = 5; Maßstabsbalken = 50 µm; Zelltypen: siehe Abb. 45. 
Epididymale Spermien: Die immunfluoreszente Markierung von H3K9ac (rot) sowie die Zellkernfärbung 
(blau) wurden in epididymalen Spermien über repräsentative, fluoreszenzmikroskopische (FM/(E-G) 
und lichtmikroskopische Aufnahmen (LM/H-J) festgehalten. Für jeden Genotyp wurden jeweils 50 
Spermien von fünf Tieren begutachtet (n = 5); Maßstabsbalken = 20 µm. (Abbildung E-J modifiziert 
nach [74]) 

 

Für epididymale Spermien konnte H3K9ac nicht nachgewiesen werden (Abb. 47 E-J). Sowohl 

im Testis als auch in epididymalen Spermien zeigte der Vergleich der Genotypen keine 

Unterschiede bezüglich des Expressionsmusters von H3K9ac.  

 

Die Immunhistochemie gegen H3K9me1 (Abb. 48 A–C) zeigte eine starke Färbung in 

Spermatogonien, leptotänen Spermatozyten und elongierenden Spermatiden der Stadien IX–

X. Bei Ko-Tieren waren zudem runde Spermatiden in Stadium VIII schwach rötlich gefärbt 

(Abb. 48 C). Auf eine immunfluoreszente Markierung von H3K9me1 in epididymalen Spermien 

wurde aufgrund der Ähnlichkeit des Expressionsmusters im Testis zwischen H3K9me1 und 

H3K9me2 (Abb. 49 A-D) und aufgrund von beschränktem Probenmaterial verzichtet.  
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Abbildung 48: H3K9me1-Expression im Testis Prm2-defizienter Mäuse. 

Gezeigt sind repräsentative Aufnahmen des immunhistochemischen Nachweises von H3K9me1 im 

Testis von Prm2-Mäusen (A-C) sowie die schematische Darstellung des Expressionsmusters (D). Die 
halbe Überlagerung von Zelltypen im Schema weist auf eine schwache oder partielle Färbung hin. 
H3K9me1 positive Zellen zeigten eine rötliche Färbung und durch die Gegenfärbung mit Hämatoxylin 
waren die übrigen Zellkerne blau gefärbt. Die Stadien der Spermatogenese sind durch römische Ziffern 
gekennzeichnet. Pro Genotyp wurden Färbungen von fünf Tieren analysiert (n = 5); 
Maßstabsbalken = 50 µm; Zelltypen: siehe Abb. 45. 
 

Unterschiede für die Dimethylierung von H3K9 (H3K9me2) zu H3K9me1 zeigten sich durch 

eine ausbleibende Färbung der leptotänen und zygotänen Spermatozyten in Het- und Ko-

Mäusen, wobei eine Färbung der leptotänen Spermatozyten für Wt-Mäuse vorgefunden wurde 

(Abb. 49 A-D). Beim Vergleich der Genotypen ließen sich keine relevanten Unterschiede für 

H3K9me2 ausmachen, sodass die Färbungen von Spermatogonien, präleptotänen 

Spermatozyten und elongierenden Spermatiden (Schritt 9-10) mit denen von H3K9me1 

übereinstimmten (Abb. 48). Der immunfluoreszente Nachweis von H3K9me2 in epididymalen 

Spermien (Abb. 49 E-J) zeigte mehrere für H3K9me2 positive Foci im Zellkernareal und keine 

merklichen Unterschiede beim Vergleich der Genotypen. 
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Abbildung 49: Analyse der H3K9me2-Expression im Testis und in epididymalen 

Spermien von Prm2-Mäusen. 

Für den Nachweis von H3K9me2 wurden immunhistochemische Färbungen an Testisschnitten (A-C) 
und immunfluoreszente Färbungen an epididymalen Spermien (E-J) von Prm2-Mäusen durchgeführt 
und die Ergebnisse über Aufnahmen sowie einen schematischen Überblick des stadienspezifischen 
Expressionsmusters (D) festgehalten (Abbildung modifiziert nach [27, 36, 45]). Im Schema weist die 
teilweise Überlagerung der Zelltypen mit den Farben der Genotypen auf eine schwache oder partielle 
Färbung hin. Testis: Zellen, in denen H3K9me2 nachweisbar war zeigten eine rötliche Färbung und 
übrige Zellkerne wurden durch die Gegenfärbung mit Hämatoxylin blau gefärbt. Römische  
Ziffern kennzeichnen die jeweiligen Stadien der Spermatogenese. Tiere pro Genotyp = 5;  
Maßstabsbalken = 50 µm; Zelltypen: siehe Abb. 45; Epididymale Spermien: Fluoreszenz-
mikroskopische, repräsentative Aufnahmen ließen Zellkerne durch Hoechst (blau) und die ausgewählte 
PTM (H3K9me2) in rot erkennen (E-J). Bei einer Überlagerung von Kernfärbung und Antikörperfärbung 
stellten sich diese Bereiche als pink dar. Dass es sich bei den aufgenommenen Zellen um 
Spermienköpfe handelte, wurde durch die Überlagerung von Fluoreszenzmarkierung (FM) und der 
lichtmikroskopischen Aufnahme (LM) deutlich (H-J), wobei die dazugehörigen Flagellen zu erkennen 
waren. Zur Auswertung der Markierung zählten pro Genotyp fünf Tiere (n = 5) und pro Tier mindestens 
50 Spermien; Maßstabsbalken = 20 µm. (Abbildung modifiziert nach [74]) 
 

Als eine von zwei untersuchten Phosphorylierungen zeigte die Immunhistochemie an murinen 

Testisschnitten gegen H3S10ph als Marker für mitotische Teilungen Färbungen in 

Spermatogonien Typ A in Mitose (mIn), intermediate Spermatogonien in Mitose (Inm), 

diplotänen Spermatozyten (D) und sekundären Spermatozyten in Meiose (m2om/M) 

(Abb. 50 A-D). Ein entsprechender immunfluoreszenter Nachweis von H3S10ph in 

epididymalen Spermien erbrachte keine Färbung (Abb. 50 E-J, grün).  
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Abbildung 50: Mitosemarker H3S10ph im Testis und in epididymalen Spermien 

(+H3.3S31ph) von Prm2-Mäusen. 

Über immunhistochemische Färbungen gegen H3S10ph an Testisschnitten (A-D) und 
immunfluoreszente Färbungen an epididymalen Spermien (E-J) von Prm2-Mäusen konnte das 
entsprechende Expressionsmuster ermittelt werden. Neben repräsentativen Aufnahmen der Färbungen 
(A-C und E-J) wird auch die Zusammenfassung der für H3S10ph positiven Zelltypen in einem 
Schema (D) gezeigt, bei dem eine halbe Überlagerung der Zelltypen für eine schwache oder partielle 
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Färbung steht (Abbildung modifiziert nach [27, 36, 45]). Testis: Für H3S10ph positive Zellen konnte eine 
rötliche und für die übrigen Zellkerne, durch die Gegenfärbung mit Hämatoxylin, eine blaue Färbung 
detektiert werden. Die Beschriftung der Stadien der Spermatogenese erfolgt durch römische Ziffern. Pro 
Genotyp wurden fünf Tiere analysiert n = 5; Maßstabsbalken = 50 µm; Zelltypen: siehe Abb. 45. 
Epididymale Spermien: Die immunfluoreszente Markierung von H3S10ph (grün), H3.3S31ph (rot) sowie 
die Zellkernfärbung (blau) wurden in epididymalen Spermien über repräsentative, 
fluoreszenzmikroskopische (FM/(E-G) und lichtmikroskopische Aufnahmen (LM/H-J) festgehalten. Für 
jeden Genotyp wurden jeweils 50 Spermien von fünf Tieren begutachtet (n = 5); 
Maßstabsbalken = 20 µm. 

 

Die zweite PTM mit Phosphorylierung eines Serins war H3.3S31ph, welche ein im Vergleich 

zu H3S10ph ähnliches Expressionsmuster zeigte (Abb. 51 A-D). Bei den für H3.3S31ph 

positiven Zellen handelte es sich um Spermatogonien Typ A in Mitose (mIn), intermediate 

Spermatogonien in Mitose (Inm), diplotänen Spermatozyten (D), sekundären Spermatozyten in 

Meiose (m2om/M), sowie pachytänen Spermatozyten im Übergang zu diplotänen 

Spermatozyten (Abb. 51). Analog zur ausbleibenden Färbung von H3S10ph in epididymalen 

Spermien, zeigte sich auch für H3.3S31ph keine Färbung (Abb. 50 E-J, rot). Dementsprechend 

konnte beide Phosphorylierungen ausschließlich in mitotisch aktiven Zelltypen nachgewiesen 

werden.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 51: H3.3S31ph als Mitosemarker im Testis von Prm2-Mäusen. 

Gezeigt sind repräsentative Aufnahmen des immunhistochemischen Nachweises von H3.3S31ph im 
Testis von Prm2-Mäusen (A-C) sowie eine schematische Darstellung des stadienspezifischen 
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Expressionsmusters (D). Eine halbe Überlagerung von Zelltypen im Schema weist auf eine schwache 
oder partielle Färbung hin (Abbildung modifiziert nach [27, 36, 45]). H3.3S31ph positive Zellen zeigten 
eine rötliche Färbung, während die übrigen Zellkerne durch die Gegenfärbung mit Hämatoxylin blau 
erschienen. Die Stadien der Spermatogenese sind durch römische Ziffern gekennzeichnet.  
Pro Genotyp wurden Färbungen von fünf Tieren analysiert (n = 5); Maßstabsbalken = 50 µm; Zelltypen: 
siehe Abb. 45. 

 

H3K27ac war neben H3K9ac die einzige weitere Acetylierung, die für Histon H3 mittels 

Immunhistochemie untersucht wurde. Die Markierung von H3K27ac war von Spermatogonien 

bis zu pachytänen Spermatozyten der frühen Stadien sowie in elongierenden Spermatiden 

(Schritt 9-12) nachweisbar (Abb. 52). Es wurden keine Genotypunterschiede im 

Expressionsmuster festgestellt. Aufgrund begrenzten Probenmaterials wurde auf einen 

immunfluoreszenten Nachweis in epididymalen Spermien verzichtet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 52: H3K27ac-Expression im Testis von Prm2-defizienten Mäusen. 

Für den Nachweis von H3K27ac wurden immunhistochemische Färbungen an Testisschnitten von 
Prm2-Mäusen durchgeführt und die Ergebnisse über Aufnahmen (A-C) sowie einen schematischen 
Überblick des Expressionsmusters (D) festgehalten. Bei einer nur halben Überlagerung der Zelltypen 
mit den Farben der Genotypen konnte eine schwache oder partielle Färbung identifiziert werden. Zellen, 
in denen H3K27ac nachweisbar war zeigten eine rötliche Färbung und übrige Zellkerne wurden durch 
die Gegenfärbung mit Hämatoxylin blau gefärbt. Römische Ziffern kennzeichnen die jeweiligen Stadien 
der Spermatogenese. Tiere pro Genotyp = 5; Maßstabsbalken = 50 µm; Zelltypen: siehe Abb. 45. 
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Wie die meisten Lysinreste der Histone kann auch H3K27 nicht nur acetyliert, sondern auch 

methyliert werden. Bezüglich der Methylierungen wurden die PTMs H3K27me1 und 

H3K27me3 im Testis immunhistochemisch untersucht und zwischen den Genotypen 

verglichen (Abb. 53 und Abb. 54 A-D). Die Monomethylierung von H3K27 (H3K27me1) konnte 

eindeutig in Spermatogonien, präleptotänen Spermatozyten und elongierenden Spermatiden 

(Schritt 9-12) nachgewiesen werden. Zudem ließen sich schwache oder nur teilweise 

vorhandene Färbungen in leptotänen Spermatozyten erkennen (Abb. 53). Beim Vergleich der 

Genotypen wurden keine Auffälligkeiten bzw. Unterschiede festgestellt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 53: Vergleich der H3K27me1-Expression zwischen Testes der Prm2-Mäuse. 

Über immunhistochemische Färbungen gegen H3K27me1 an Testisschnitten von Prm2-Mäusen konnte 
das entsprechende Expressionsmuster ermittelt werden. Neben repräsentativen Aufnahmen der 
Färbungen (A-C) wird auch die Zusammenfassung der für H3K27me1 positiven Zelltypen in einem 
Schema (D) gezeigt, bei dem eine halbe Überlagerung der Zelltypen für eine schwache oder partielle 
Färbung steht. Zellen, in denen H3K27me1 nachweisbar war zeigten eine rötliche Färbung. Übrige 
Zellkerne wurden durch die Gegenfärbung mit Hämatoxylin blau gefärbt. Eine Kennzeichnung der 
Stadien der Spermatogenese erfolgt durch römische Ziffern. Pro Genotyp wurden fünf Tiere untersucht 
(n = 5); Maßstabsbalken = 50 µm; Zelltypen: siehe Abb. 45. 

 

Im Gegensatz zum breit gefächerten Expressionsmuster von H3K27me1 war die Expression 

von H3K27me3 im Testis überwiegend auf elongierende Spermatiden (Schritt 9-12) 

beschränkt (Abb. 54 A-D) und wurde ebenfalls in epididymalen Spermien nachgewiesen 
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 (Abb. 54 E-J). Eine Ausnahme stellten die im Testis bei Wt-Tieren schwach gefärbten 

(prä)-leptotänen Spermatozyten dar, welche in Het- und Ko-Tieren keine Färbung zeigten 

(Abb. 54 B-D). Abgesehen von dieser Ausnahme gab es keine Differenzen beim Vergleich der 

Expressionsmuster (Testis) von H3K27me3 zwischen den Genotypen (Abb. 54 D).  
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Abbildung 54: Expressionsmuster von H3K27me3 im Testis und Nachweis in 

epididymalen Spermien von Prm2-Mäusen. 

Gezeigt sind repräsentative Aufnahmen des immunhistochemischen und -fluoreszenten Nachweises 
von H3K27me3 im Testis (A-C) und in epididymalen Spermien (E-J) von Prm2-Mäusen sowie eine 
schematische Darstellung des stadienspezifischen Expressionsmusters (D). Eine halbe Überlagerung 
von Zelltypen im Schema weist auf eine schwache oder partielle Färbung hin (Abbildung modifiziert 
nach [27, 36, 45]). Testis: H3K27me3 positive Zellen zeigten eine rötliche Färbung und durch die 
Gegenfärbung mit Hämatoxylin wurden die übrigen Zellkerne blau gefärbt. Die Stadien der 
Spermatogenese sind durch römische Ziffern gekennzeichnet. Pro Genotyp wurden Färbungen von fünf 
Tieren analysiert (n = 5); Maßstabsbalken = 50 µm; Zelltypen: siehe Abb. 45. Epididymale Spermien: 
Durch die Kombination von FM und Lichtmikroskopie (LM) (H-J) konnte die Färbung der Flagellen 
bestätigt werden. Pro Genotyp wurden Färbungen von fünf Tieren (n = 5) und pro Tier mindestens 50 
Spermien analysiert; Maßstabsbalken = 20 µm. (Abbildung modifiziert nach [74]) 

 

In epididymalen Spermien zeigten neben einigen Spermienköpfen auch die Flagellen der 

Spermien eine rote, positive Färbung für H3K27me3. Insbesondere die vergleichsweise 

kleineren Spermienköpfe ohne eine erkennbare, blaue Zellkernfärbung wiesen eine intensive 

Markierung von H3K27me3 auf. Bei größeren Spermienköpfen waren nur bei Wildtypen für 

H3K27me3 positive Foci und kleine Areale im Zellkernbereich erkennbar (Abb. 54 E-J). 

 

Für H3K36 wurde die Dimethylierung (H3K36me2) immunhistochemisch untersucht, wobei 

sich die positiven Zellen auf elongierende Spermatiden (Schritt 9-12) beschränkten 

(Abb. 55 A-D).  
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Abbildung 55: Elongierende Spermatiden und epididymale Spermien von Prm2-Mäusen 

exprimieren H3K36me2. 

Für den Nachweis von H3K36me2 wurden immunhistochemische Färbungen an Testisschnitten (A-C) 
und immunfluoreszente Färbungen an epididymalen Spermien (E-J) von Prm2-Mäusen durchgeführt 
und die Ergebnisse über Aufnahmen sowie einen schematischen Überblick des stadienspezifischen 
Expressionsmusters (D) festgehalten (Abbildung modifiziert nach [27, 36, 45]). Im Schema weist eine 
teilweise Überlagerung der Zelltypen mit den Farben der Genotypen auf eine schwache oder partielle 
Färbung hin. Testis: Zellen, in denen H3K36me2 nachweisbar war, zeigten eine rötliche Färbung. Übrige 
Zellkerne wurden durch die Gegenfärbung mit Hämatoxylin blau gefärbt. Römische Ziffern 
kennzeichnen die jeweiligen Stadien der Spermatogenese. Tiere pro Genotyp = 5; Maßstabsbalken = 
50 µm; Zelltypen: siehe Abb. 45; Epididymale Spermien: Fluoreszenzmikroskopische, repräsentative 
Aufnahmen ließen Zellkerne durch Hoechst (blau) und die ausgewählte PTM (H3K36me2) in rot 
erkennen (E-J). Bei einer Überlagerung von Kernfärbung und Antikörperfärbung stellten sich diese 
Bereiche als pink dar. Dass es sich bei den aufgenommenen Zellen um Spermienköpfe handelte, wurde 
durch die Überlagerung von Fluoreszenzmarkierung (FM) und lichtmikroskopischer Aufnahme (LM) 
deutlich (H-J), bei der die dazugehörigen Flagellen zu erkennen waren. Zur Auswertung der Markierung 
zählten pro Genotyp fünf Tiere (n = 5) und pro Tier mindestens 50 Spermien; Maßstabsbalken = 20 µm. 
(Abbildung modifiziert nach [74]) 

 

Diese eindeutige Färbung zeigte sich gleichermaßen in allen Genotypen. Der 

immunfluoreszente Nachweis von H3K36me2 in epididymalen Spermien ließ eine spezifische, 

flächige Markierungen im Zellkernbereich erkennen, welche ebenfalls in allen drei Genotypen 

vorhanden war (Abb. 55 E-J). Neben einem Großteil der eindeutig markierten Spermienköpfe, 

gab es auch einen geringen Anteil mit schwacher oder nicht detektierbarer Färbung für 

H3K36me2 (Abb. 55 E-J). 

 

Im Gegensatz zur begrenzten Expression von H3K36me2 zeigte H3K79me1 in allen zwölf 

Stadien mindestens zwei positive Zelltypen (Abb. 56 A-D). Die rötliche Färbung war von 

Spermatogonien bis zygotänen Spermatozyten sichtbar, setzte in pachytänen Spermatozyten 
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aus und trat in diplotänen sowie sekundären Spermatozyten wieder schwach auf. H3K79me1 

wurde in Bezug auf die Spermiogenese in Spermatiden von Schritt 1-12 nachgewiesen, ohne 

Unterschiede zwischen Wt-, Het- und Ko-Tieren zu zeigen. In epididymalen Spermien war die 

Färbung nahezu identisch mit H3K27me3 (Abb. 54 E-J, Abb. 56 E-J), ohne Überlagerung der 

Zellkern- (blau) und Antikörperfärbung (rot) und mit rötlich gefärbten Flagellen. 
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Abbildung 56: Analyse der H3K79me1-Expression im Testis und in epididymalen 

Spermien von Prm2-Mäusen. 

Über immunhistochemische Färbungen gegen H3K79me1 an Testisschnitten (A-D) und 
immunfluoreszente Färbungen an epididymalen Spermien (E-J) von Prm2-Mäusen konnte das 
entsprechende Expressionsmuster ermittelt werden. Neben repräsentativen Aufnahmen der Färbungen 
(A-C und E-J) wird auch die Zusammenfassung der für H3K79me1 positiven Zelltypen in einem Schema 
(D) gezeigt, bei dem eine halbe Überlagerung der Zelltypen für eine schwache oder partielle Färbung 
steht (Abbildung modifiziert nach [27, 36, 45]). Testis: Für H3K79me1 positive Zellen konnte eine rötliche 
und für die übrigen Zellkerne, durch die Gegenfärbung mit Hämatoxylin, eine blaue Färbung detektiert 
werden. Eine Beschriftung der Stadien der Spermatogenese erfolgt durch römische Ziffern. Pro Genotyp 
wurden 5 Tiere untersucht n = 5; Maßstabsbalken = 50 µm; Zelltypen: siehe Abb. 45. Epididymale 
Spermien: Die immunfluoreszente Markierung von H3K79me1 (rot) sowie die Zellkernfärbung (blau) 
wurden in epididymalen Spermien über repräsentative, fluoreszenzmikroskopische (FM/(E-G) und 
lichtmikroskopische Aufnahmen (LM/H-J) festgehalten. Für jeden Genotyp wurden jeweils 50 Spermien 
von fünf Tieren begutachtet (n = 5); Maßstabsbalken = 20 µm. (Abbildung A-D modifiziert nach [74]) 

 

Bei der trimethylierten Modifikation von H3K79 (H3K79me3) konnte im Testis, abgesehen von 

den Residualkörpern in Stadium VIII, nur für Zelltypen der späten Stadien eine Färbung 

ausgemacht werden (Abb. 57 A-D). Gefärbt waren diplotäne Spermatozyten, sekundäre 

Spermatozyten in Meiose und elongierende Spermatiden (Schritt 9-12), welche in Wt-, Het- 

und auch Ko-Tieren detektiert werden konnten (Abb. 57 A-D). Bei epididymalen Spermien 

konnte H3K79me3 für alle drei Genotypen eindeutig nachgewiesen werden. 
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Abbildung 57: H3K79me3-Expression in elongierenden Spermatiden und epididymalen 

Spermien von Prm2-defizienten Mäusen. 

Gezeigt sind repräsentative Aufnahmen des immunhistochemischen und -fluoreszenten Nachweises 
von H3K79me3 im Testis (A-C) und in epididymalen Spermien (E-J) von Prm2-Mäusen sowie eine 
schematische Darstellung des stadienspezifischen Expressionsmusters (D). Eine halbe Überlagerung 
von Zelltypen im Schema weist auf eine schwache oder partielle Färbung hin (Abbildung modifiziert 
nach [27, 36, 45]). Testis: H3K79me3 positive Zellen zeigten eine rötliche Färbung und durch die 
Gegenfärbung mit Hämatoxylin wurden die übrigen Zellkerne blau gefärbt. Die Stadien der 
Spermatogenese sind durch römische Ziffern gekennzeichnet. Pro Genotyp wurden Färbungen von fünf 
Tieren analysiert (n = 5); Maßstabsbalken = 50 µm; RK = Residualkörper; Zelltypen: siehe Abb. 45. 
Epididymale Spermien: Aufnahmen mittels Fluoreszenzmikroskopie (FM) (E-G) zeigten neben der 
blauen Kernfärbung (Hoechst) auch die entsprechende Antikörperfärbung (H3K79me3) in rot, welche 
bei Überlagerung mit der Kernfärbung pink erschien. Durch die Kombination von FM und 
Lichtmikroskopie (LM) (H-J) konnten neben den nicht markierten Flagellen auch Spermien, die keine 
blaue Kernfärbung aufwiesen, detektiert werden. Zudem ließ sich durch lichtmikroskopische Aufnahmen 
die sichelförmige Kopfform besser erkennen. Pro Genotyp wurden Färbungen von fünf Tieren (n = 5) 
und pro Tier mindestens 50 Spermien analysiert; Maßstabsbalken = 20 µm. 
(Abbildung modifiziert nach [74]) 

 

Die Markierung des Zellkernareals für einen Großteil der analysierten Spermienköpfe war im 

Vergleich zu Färbungen anderer PTMs, wie z.B. H3K36me2, schwächer bzw. erstreckte sich 

über einen kleineren Bereich (Abb. 57 E-J). Einzelne Spermien von Ko-Tieren zeigten eine 

Färbung gegen H3K79me3 im Randbereich des Zellkerns (Abb. 57 G und J). 

 

Neben den aufgeführten PTMs des Kernhistons H3 wurde auch eine Auswahl an PTMs von 

Histon H4 immunhistochemisch und -fluoreszent untersucht, wobei für H4 nicht 

Methylierungen, sondern Acetylierungen im Vordergrund standen. Bevor einzelne PTMs für 

Histon H4 nachgewiesen wurden, erfolgte die Bestimmung des Expressionsmuster von H4 
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ohne eine Spezifität für eine oder mehrere PTMs (Abb. 58). Im Testis wurden Spermatogonien, 

präleptotäne, leptotäne und teilweise zygotäne Spermatozyten sowie elongierende 

Spermatiden (Schritt 9-12) immunhistochemisch gefärbt (Abb. 58 A-D). 
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Abbildung 58: Expressionsmuster von Histon H4 im Testis und in epididymalen 

Spermien von Prm2-Mäusen. 

Für den Nachweis von Histon H4 wurden immunhistochemische Färbungen an Testisschnitten (A-C) 
und immunfluoreszente Färbungen an epididymalen Spermien (E-J) von Prm2-Mäusen durchgeführt 
und die Ergebnisse über Aufnahmen sowie einen schematischen Überblick des stadienspezifischen 
Expressionsmusters (D) festgehalten (Abbildung modifiziert nach [27, 36, 45]). Im Schema weist die 
teilweise Überlagerung der Zelltypen mit den Farben der Genotypen auf eine schwache oder partielle 
Färbung hin. Testis: Zellen, in denen Histon H4 nachweisbar war, zeigten eine rötliche Färbung und 
übrige Zellkerne wurden durch die Gegenfärbung mit Hämatoxylin blau gefärbt. Römische Ziffern 
kennzeichnen die jeweiligen Stadien der Spermatogenese. Tiere pro Genotyp = 5 Maßstabsbalken = 
50 µm; Zelltypen: siehe Abb. 45; Epididymale Spermien: Fluoreszenzmikroskopische, repräsentative 
Aufnahmen ließen Zellkerne durch Hoechst (blau) und Histon H4 in rot erkennen (E-J). Bei einer 
Überlagerung von Kernfärbung und Antikörperfärbung stellten sich diese Bereiche als pink dar. Dass 
es sich bei den aufgenommenen Zellen um Spermienköpfe handelte, wurde durch die Überlagerung 
von Fluoreszenzmarkierung (FM) und der lichtmikroskopischen Aufnahme (LM) deutlich (H-J), wo die 
dazugehörigen Flagellen zu erkennen sind. Zur Auswertung der Markierung zählten pro Genotyp fünf 
Tiere (n = 5) und pro Tier mindestens 50 Spermien; Maßstabsbalken = 20 µm. (Abbildung modifiziert 
nach [74]) 

 

Der immunfluoreszente Nachweis von Histon H4 in epididymalen Spermien zeigte eine 

vergleichbare Färbung wie für Histon H3 (Abb. 45 E-J und Abb. 58 E-J). Dabei zeigte sich eine 

durchgängige, flächige Färbung im Zellkernbereich der Spermienköpfe (Abb. 58 E-J). Beim 

Vergleich der Genotypen ließen sich sowohl im Testis als auch bei epididymalen Spermien 

keine Unterschiede bezüglich des Expressionsmusters von Histon H4 ausmachen. 

 

Beim ersten Lysin von H4 handelt es sich um H4K5, welches neben den Lysinen H4K8, H4K12 

und H4K16 für die Modifikation der Acetylierung bekannt ist. Die entsprechenden 

immunhistochemischen Färbungen im Testis gegen H4K5ac wurden in Spermatogonien, 

präleptotänen, leptotänen und teilweise zygotänen Spermatozyten sowie für Spermatiden 

Schritt 6-12 nachgewiesen (Abb. 59 A-D). Zudem ließen sich in frühen Stadien für Het-Tiere 

teilweise oder schwache Färbungen für Schritt 4-5 und Schritt 15 Spermatiden erkennen (Abb. 

59 B und D). Die eindeutigen Färbungen im Testis für H4K5ac waren in allen Genotypen 

gleich. Mit Blick auf die immunfluoreszente Markierung von H4K5ac in epididymalen Spermien 

zeigte sich eine deutliche Zellkernfärbung für Spermienköpfe von 

Wt-, Het- und Ko-Tieren (Abb. 59 E-J). Bei Ko-Tieren zeigte sich die Markierung für H4K5ac 

weitaus seltener oder weniger intensiv (Abb. 59 G und J). 
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Abbildung 59: Vergleich der H4K5ac-Expression in epididymalen Spermien und Testes 

zwischen Prm2-Mäusen. 

Über immunhistochemische Färbungen gegen H4K5ac an Testisschnitten (A-D) und 
immunfluoreszente Färbungen an epididymalen Spermien (E-J) von Prm2-Mäusen konnte das 
entsprechende Expressionsmuster ermittelt werden. Neben repräsentativen Aufnahmen der Färbungen 
(A-C und E-J) wird auch die Zusammenfassung der für H4K5ac positiven Zelltypen in einem Schema 
(D) gezeigt, bei dem eine halbe Überlagerung der Zelltypen für eine schwache oder partielle Färbung 
steht (Abbildung modifiziert nach [27, 36, 45]). Testis: Für H4K5ac positive Zellen konnte eine rötliche 
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und für die übrigen Zellkerne, durch die Gegenfärbung mit Hämatoxylin, eine blaue Färbung detektiert 
werden. Eine Beschriftung der Stadien der Spermatogenese erfolgt durch römische Ziffern. Pro Genotyp 
wurden fünf Tiere untersucht n = 5; Maßstabsbalken = 50 µm; Zelltypen: siehe Abb. 45. 
Epididymale Spermien: Die immunfluoreszente Markierung von H4K5ac (rot) sowie die Zellkernfärbung 
(blau) wurden in epididymalen Spermien über repräsentative, fluoreszenzmikroskopische (FM/(E-G) 
und lichtmikroskopische Aufnahmen (LM/H-J) festgehalten. Die Überlagerung von Zellkernfärbung und 
für H4K5ac positiven Bereichen führte zu einer pinken Färbung. Für jeden Genotyp wurden jeweils 
50 Spermien von fünf Tieren begutachtet (n = 5); Maßstabsbalken = 20 µm. (Abbildung modifiziert 
nach [74]) 
  

Die Expression von H4K8ac konnte im Laufe der murinen Spermatogenese in 

Spermatogonien bis hin zu zygotänen Spermatozyten nachgewiesen werden. Zusätzlich 

waren runde (Schritt 8) und elongierende Spermatiden (Schritt 9-12) positiv für H4K8ac 

(Abb. 60 A-D). Abgesehen von einigen Unterschieden in der Färbungsintensität, wobei die Wt-

Tiere die stärkste Färbung zeigten, gab es keine auffälligen Unterschiede in den 

Expressionsmustern im Testis zwischen den Genotypen (Abb. 60 A-D). In epididymalen 

Spermien konnte H4K8ac im Zellkern nicht nachgewiesen werden (Abb. 60 E-J). Jedoch war 

eine schwache rote Färbung am äußersten Rand von Spermienköpfen aller Genotypen 

erkennbar (Abb. 60 E-J, weiße Pfeile). 
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Abbildung 60: H4K8ac-Expression im Testis und in epididymalen Spermien von 

Prm2-defizienten Mäusen. 

Gezeigt sind repräsentative Aufnahmen des immunhistochemischen und -fluoreszenten Nachweises 
von H4K8ac im Testis (A-C) und in epididymalen Spermien (E-J) von Prm2-Mäusen sowie eine 
schematische Darstellung des stadienspezifischen Expressionsmusters (D). Eine halbe Überlagerung 
von Zelltypen im Schema weist auf eine schwache oder partielle Färbung hin (Abbildung modifiziert 
nach [27, 36, 45]). Testis: H4K8ac positive Zellen zeigten eine rötliche Färbung und durch die 
Gegenfärbung mit Hämatoxylin wurden die übrigen Zellkerne blau gefärbt. Die Stadien der 
Spermatogenese sind durch römische Ziffern gekennzeichnet. Pro Genotyp wurden Färbungen von fünf 
Tieren analysiert (n = 5); Maßstabsbalken = 50 µm; Zelltypen: siehe Abb. 45. Epididymale Spermien: 
Aufnahmen mittels Fluoreszenzmikroskopie (FM) (E-G) zeigten neben der blauen Kernfärbung 
(Hoechst) auch die entsprechende Antikörperfärbung in rot, welche bei Überlagerung mit der 
Kernfärbung pink erschien. Durch die Kombination von FM und Lichtmikroskopie (LM) (H-J) konnten 
neben den nicht markierten Flagellen auch Spermien detektiert werden, die keine blaue Kernfärbung 
aufwiesen. Weiße Pfeile = schwache Färbung; Pro Genotyp wurden Färbungen von fünf Tieren (n = 5) 
und pro Tier mindestens 50 Spermien analysiert; Maßstabsbalken = 20 µm. (Abbildung modifiziert  
nach [74]) 

 

Für H4K12ac gab es im Testis keine eindeutigen Unterschiede im Expressionsmuster 

zwischen den Genotypen. Die H4K12ac positiven Zelltypen umfassten Spermatogonien, 

präleptotäne Spermatozyten und elongierende Spermatiden (Stadien 9-12), wobei H4K12ac 

positive Spermatogonien nur selten nachgewiesen werden konnten. Die übrigen Zelltypen 

zeigten keine rötliche Färbung (Abb. 61 A-D). Epididymale Spermien der Prm2-Mäuse wiesen 

unterschiedliche Markierungen hinsichtlich H4K12ac auf. Eine intensive und flächige Färbung 

von H4K12ac in Spermien von Prm2+/+ unterschied sich von der moderaten und begrenzten 

Färbung für Prm2+/- und gar keiner Färbung für Prm2-/- (Abb. 61 E-J). 
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Abbildung 61: Analyse der H4K12ac-Expression im Testis und in epididymalen 

Spermien von Prm2-defizienten Mäusen. 

Für den Nachweis von H4K12ac wurden immunhistochemische Färbungen an Testisschnitten (A-C) 
und immunfluoreszente Färbungen an epididymalen Spermien (E-J) von Prm2-Mäusen durchgeführt 
und die Ergebnisse über Aufnahmen sowie einen schematischen Überblick des stadienspezifischen 
Expressionsmusters (D) festgehalten (Abbildung modifiziert nach [27, 36, 45]). Im Schema weist die 
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teilweise Überlagerung der Zelltypen mit den Farben der Genotypen auf eine schwache oder partielle 
Färbung hin. Testis: Zellen, in denen H4K12ac nachweisbar war, zeigten eine rötliche Färbung und 
übrige Zellkerne wurden durch die Gegenfärbung mit Hämatoxylin blau gefärbt. Römische Ziffern 
kennzeichnen die jeweiligen Stadien der Spermatogenese. Tiere pro Genotyp = 5; Maßstabsbalken = 
50 µm; Zelltypen: siehe Abb. 45; Epididymale Spermien: Fluoreszenzmikroskopische, repräsentative 
Aufnahmen ließen Zellkerne durch Hoechst (blau) und die ausgewählte PTM (H4K12ac) in rot erkennen 
(E-J). Bei einer Überlagerung von Kernfärbung und Antikörperfärbung stellten sich diese Bereiche als 
pink dar. Dass es sich bei den aufgenommenen Zellen um Spermienköpfe handelte, wurde durch die 
Überlagerung von Fluoreszenzmarkierung (FM) und der lichtmikroskopischen Aufnahme (LM) deutlich 
(H-J), wo die dazugehörigen Flagellen zu erkennen waren. Zur Auswertung der Markierung zählten pro 
Genotyp fünf Tiere (n = 5) und pro Tier mindestens 50 Spermien; Maßstabsbalken = 20 µm. 
(Abbildung modifiziert nach [74]) 

 

Als vierte PTM des Quadrupels an Acetylierungen von H4 (H4ac) wurde H4K16ac analysiert. 

Im Testis konnte für die Prm2-Mäuse eine positive immunhistochemische Markierung 

ausschließlich in elongierenden Spermatiden (Schritt 9-12) detektiert werden (Abb. 62 A-D). 

Für epididymale Spermien wurde H4K16ac eindeutig anhand einer flächigen Markierung im 

Zellkernbereich für alle drei Genotypen detektiert (Abb. 62 E-J). Neben der beschriebenen 

flächigen Markierung im Zellkernbereich, zeigten einige Spermien eine zweitgeteilte 

Markierung (Abb. 62 E-J, weiße Pfeile). 
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Abbildung 62: Expressionsmuster von H4K16ac im Testis und in epididymalen 

Spermien von Prm2-Mäusen. 

Über immunhistochemische Färbungen gegen H4K16ac an Testisschnitten (A-D) und 
immunfluoreszente Färbungen an epididymalen Spermien (E-J) von Prm2-Mäusen konnte das 
entsprechende Expressionsmuster ermittelt werden. Neben repräsentativen Aufnahmen der Färbungen 
(A-C und E-J) wird auch die Zusammenfassung der für H4K16ac positiven Zelltypen in einem Schema 
(D) gezeigt, bei dem eine halbe Überlagerung der Zelltypen für eine schwache oder partielle Färbung 
steht (Abbildung modifiziert nach [27, 36, 45]). Testis: Für H4K16ac positive Zellen konnte eine rötliche 
und für die übrigen Zellkerne, durch die Gegenfärbung mit Hämatoxylin, eine blaue Färbung detektiert 
werden. Eine Beschriftung der Stadien der Spermatogenese erfolgt durch römische Ziffern. Pro Genotyp 
wurden 5 Tiere untersucht n = 5; Maßstabsbalken = 50 µm; Zelltypen: siehe Abb. 45. 
Epididymale Spermien: Die immunfluoreszente Markierung von H4K16ac (rot) sowie die Zellkern-
färbung (blau) wurden in epididymalen Spermien über repräsentative, fluoreszenzmikroskopische 
(FM/(E-G) und lichtmikroskopische Aufnahmen (LM/H-J) festgehalten. Die weißen Pfeile deuten auf 
zweiteilige Färbungen gegen H4K16ac. Für jeden Genotyp wurden jeweils 50 Spermien von fünf Tieren 
begutachtet (n = 5); Maßstabsbalken = 20 µm. (Abbildung modifiziert nach [74]) 

 

Für H4K20 wurde sowohl die Dimethylierung (H4K20me2) als auch die Trimethylierung 

(H4K20me3) untersucht. Im Testis zeigte die dimethylierte Modifikation H4K20me2 eine 

kontinuierliche Markierung, die von Spermatogonien Typ A im Stadium I bis zu leptotänen 

Spermatozyten im Stadium X, einschließlich aller dazwischen liegenden Zelltypen, reichte. 

Hierbei erschien die Färbung der leptotänen Spermatozyten deutlich schwächer als die der 

übrigen Zelltypen (Abb. 63 A-D). Im Bereich der Spermiogenese wiesen nur elongierende 

Spermatiden (Schritt 9-11) eine rötliche Färbung auf, welche in Stadium XI schwächer wirkte 

und auf einen Teil des Spermatidenkopfes begrenzt war (Abb. 63 A-D). Ein Vergleich der 

Expressionsmuster von H4K20me2 zwischen den Genotypen zeigte, dass keine eindeutigen 

Unterschiede ausgemacht werden konnten. Aufgrund von begrenztem Probenmaterial wurde 

auf einen immunfluoreszenten Nachweis von H4K20me2 in epididymalen Spermien verzichtet. 
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Abbildung 63: H4K20me2-Expression im Testis der Prm2-Mäuse. 

Gezeigt sind repräsentative Aufnahmen des immunhistochemischen Nachweises von H4K20me2 in 
Testis von Prm2-Mäusen (A-C) sowie die schematische Darstellung des Expressionsmusters (D). Die 
halbe Überlagerung von Zelltypen im Schema weist auf eine schwache oder partielle Färbung hin. 
H4K20me2 positive Zellen zeigten eine rötliche Färbung und durch die Gegenfärbung mit Hämatoxylin 
waren die übrigen Zellkerne blau gefärbt. Die Stadien der Spermatogenese sind durch römische Ziffern 
gekennzeichnet. Pro Genotyp wurden Färbungen von fünf Tieren analysiert (n = 5); Maßstabsbalken = 
50 µm; Zelltypen: siehe Abb. 45. (Abbildung modifiziert nach [74]) 

 

Bei Betrachtung des Expressionsmusters von H4K20me3 im Testis von Prm2-Mäusen ließen 

sich, ebenso wie für die dimethylierte Modifikation keine Unterschiede erkennen, allerdings 

beschränkte sich die Expression von H4K20me3 auf Spermatogonien und elongierende 

Spermatiden (Schritt 9-12) der späten Stadien (Abb. 64 A-D). Der immunfluoreszente 

Nachweis von H4K20me3 in epididymalen Spermien zeigte eine großflächige, gekörnte 

Färbung im Zellkernbereich für Wt-, Het- und Ko-Tiere (Abb. 64 E-J). Zudem blieben wenige 

Spermien negativ für H4K20me3 und ein kleiner Anteil zeigte eine verringerte Intensität der 

Markierung (Abb. 64 E-J). 
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Abbildung 64: Vergleich der H4K20me3-Expression in epididymalen Spermien und im 

Testis von Prm2-Mäusen. 

Für den Nachweis von H4K20me3 wurden immunhistochemische Färbungen an Testisschnitten (A-C) 
und immunfluoreszente Färbungen an epididymalen Spermien (E-J) von Prm2-Mäusen durchgeführt 
und die Ergebnisse über Aufnahmen sowie einen schematischen Überblick des stadienspezifischen 
Expressionsmusters (D) festgehalten (Abbildung modifiziert nach [27, 36, 45]). Im Schema weist die 
teilweise Überlagerung der Zelltypen mit den Farben der Genotypen auf eine schwache oder partielle 
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Färbung hin. Testis: Zellen, in denen H4K20me3 nachweisbar war, zeigten eine rötliche Färbung und 
übrige Zellkerne wurden durch die Gegenfärbung mit Hämatoxylin blau gefärbt. Römische Ziffern 
kennzeichnen die jeweiligen Stadien der Spermatogenese. Tiere pro Genotyp = 5; Maßstabsbalken = 
50 µm; Zelltypen: siehe Abb. 45; Epididymale Spermien: Fluoreszenzmikroskopische, repräsentative 
Aufnahmen ließen Zellkerne durch Hoechst (blau) und die ausgewählte PTM (H4K20me3) in rot 
erkennen (E-J). Bei einer Überlagerung von Kernfärbung und Antikörperfärbung stellten sich diese 
Bereiche als pink dar. Dass es sich bei den aufgenommenen Zellen um Spermienköpfe handelte, wurde 
durch die Überlagerung von Fluoreszenzmarkierung (FM) und der lichtmikroskopischen Aufnahme (LM) 
deutlich (H-J), wo die dazugehörigen Flagellen zu erkennen sind. Zur Auswertung der Markierung 
zählten pro Genotyp fünf Tiere (n = 5) und pro Tier mindestens 50 Spermien; Maßstabsbalken = 20 µm. 
(Abbildung modifiziert nach [74]) 

 

Zusammenfassend lässt sich zu den analysierten PTMs in murinen Testisgewebeschnitten 

festhalten, dass die verschiedenen Expressionsmuster kaum oder gar nicht von einer 

Prm2-Defizienz beeinflusst wurden, da die Vergleiche von Wt-, Het- und Ko-Tieren nahezu 

identische immunhistochemische Färbungen zeigten. In epididymalen Spermien konnte 

mittels Immunfluoreszenz ein Großteil der ausgewählten Histon-PTMs nachgewiesen werden. 

Für PTMs von Histon H3 ließen sich keine Unterschiede beim Vergleich der Markierung 

zwischen den Spermien mit unterschiedlichem Prm2-Gehalt ausmachen. Im Gegensatz dazu, 

zeigten für Histon H4 die Acetylierungen von H4K5 und H4K12 unterschiedliche Markierungen 

beim Vergleich der Genotypen.  

 

4.7.2.2 Vergleich von ausgewählten Histonmodifikationen in der Spermatogenese von 

fertilen und subfertilen Männern.  

Für die Analyse von Histon-PTMs während der humanen Spermatogenese wurden diese in 

Testisschnitten mit NSP und SDA immunhistochemisch und in Spermien aus Ejakulatproben 

von fertilen und subfertilen Männern immunfluoreszent nachgewiesen. Im Testis wurde eine 

deutlich kleinere Auswahl an PTMs untersucht, da die Vergleichsgruppe mit SDA keine 

Rückschlüsse über die Expression von PTMs in Zelltypen mit Protamin 1 und 2 zulässt 

(s. 4.3.2, Abb. 27). Dementsprechend lag der Fokus für den Nachweis von PTMs bei der 

humanen Spermatogenese auf Spermien von fertilen und subfertilen Männern, welche 

nachweislich Protamin 1 und 2 in den bereits ermittelten Verhältnissen besitzen (s. 4.1.2, 

Abb. 19 und 20). Anhand von immunfluoreszenten Färbungen gegen die beiden Kernhistone 

H3 und H4 und einer Auswahl an relevanten PTMs konnten diese in Spermien von fertilen und 

subfertilen Männern nachgewiesen werden.  
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Abbildung 65: Beispielhafte immunhistochemische Färbungen gegen Histon-PTMs im 

humanen Testis. 

Dargestellt sind repräsentative Aufnahmen von immunhistochemischen Färbungen gegen H3K4me3 
(obere Reihe) und H3K36me2 (untere Reihe) an testikulären, humanen Gewebeschnitten mit normaler 
Spermatogenese (NSP, linke Spalte) und Spermatidenarrest (SDA, rechte Spalte). Zellkerne die rot 
erschienen waren positiv für die jeweilige PTM. Sämtliche verbliebende Zellkerne wurden durch die 
Gegenfärbung mit Hämatoxylin blau gefärbt. Gekennzeichnete Zelltypen: Spermatogonien Typ A dark 
(Ad), Spermatogonien Typ A pale (Ap), Spermatogonien Typ B (B) → zusammengefasst als 
Spermatogonien (SG), pachytäne Spermatozyten (P), runde Spermatiden (Sa/1-3), 
elongierende/elongierte Spermatiden (Sb-Sd/4-8), Sertoli-Zelle (SZ); Maßstabsbalken = 50 µm. 
 

Die als Beispiele aufgeführten immunhistochemischen Färbungen gegen H3K4me3 und 

H3K36me2 an humanen Testisschnitten mit normaler Spermatogenese (NSP) und 

Spermatidenarrest (SDA) zeigten bezüglich der Expression der jeweiligen PTM in 

gemeinsamen Zelltypen keine Unterschiede (Abb. 65). Im Testis mit NSP waren zudem 

elongierende Spermatiden (Sb) positiv für H3K4me3 und H3K36me2 und elongierte 

Spermatiden (Sc-Sd) negativ für jegliche PTMs (Abb. 65, linke Spalte). 

 

In Spermien von fertilen wie auch subfertilen Männern konnte Kernhiston H3 eindeutig 

immunfluoreszent detektiert werden (Abb. 66). Bis auf vereinzelte Spermien zeigten alle 

Spermien eine starke, positive Markierung für H3 im Zellkernareal der Köpfe (Abb. 66). 

Dementsprechend wurden keine Unterschiede zwischen fertilen und subfertilen Spermien 

erkannt. 
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Abbildung 66: Keine Einschränkung der Histon H3 Expression in Spermien von 

subfertilen Männern. 

Gezeigt sind repräsentative Aufnahmen des immunfluoreszenten Nachweises von Histon H3 in 
Spermien von fertilen (A-C) und subfertilen (D-F) Männern. Die Aufnahmen mittels 
Fluoreszenzmikroskopie (FM) zeigten neben der blauen Kernfärbung (Hoechst) auch die 
entsprechende Antikörperfärbung für Histon H3 in rot, welche bei Überlagerung mit der Kernfärbung 
pink erschien. Durch die Kombination von FM und Lichtmikroskopie (LM) (C und F) konnten neben den 
nicht markierten Flagellen auch Spermien detektiert werden, die keine blaue Kernfärbung aufwiesen. 
Pro Gruppe wurden Färbungen von fünf Männern (n = 5) und mindestens 50 Spermien pro Mann 
analysiert; Maßstabsbalken = 20 µm. (Abbildung modifiziert nach [74]) 

 

Für die Trimethylierung von H3K4 (H3K4me3) konnten Unterschiede beim Vergleich der 

Expression in Spermien von fertilen und subfertilen Männern ausgemacht werden (Abb. 67). 

Spermien von fertilen Männern zeigten neben der blauen Zellkernfärbung mit Hoechst eine 

positive Markierung von H3K4me3 im Zellkernbereich (Abb. 67 A-C). Dahingegen waren bei 

Spermien von subfertilen Männern auch Köpfe ohne Hoechst markierte Zellkern positiv für 

H3K4me3 (Abb. 67 D-F). Zudem zeigten mehr fertile Spermien eine H3K4me3-Expression als 

subfertile Spermien. 
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Abbildung 67: H3K4me3-Expression in fertilen und subfertilen Spermien. 

Über immunfluoreszente Färbungen gegen H3K4me3 an Spermien von fertilen (A-C) und subfertilen 
(D-F) Männern konnte die Expression analysiert werden. Repräsentative, fluoreszenzmikroskopische 
(linke und mittlere Spalte) und lichtmikroskopische Aufnahmen (rechte Spalte) ließen neben der 
immunfluoreszenten Markierung (rot) auch die Zellkernfärbung mit Hoechst (blau) erkennen. Bereiche, 
die bei überlagerten Aufnahmen pink erschienen, wiesen auf übereinstimmende Kern- und Antikörper-
Färbung hin. Für jede Gruppe wurden jeweils mindestens 50 Spermien von fünf Männern begutachtet 
(n = 5); Maßstabsbalken = 20 µm. (Abbildung modifiziert nach [74]) 

 

Beim zweiten Lysin von H3 an Position 9 (H3K9) wurde die Expression der acetylierten und 

dimethylierten Modifikation mittels Immunfluoreszenz analysiert (Abb. 68 und Abb. 69). Bei der 

Analyse für H3K9ac zeigten sowohl bei fertilen als auch bei subfertilen Spermien nur 

vergleichsweise kleine Spermienköpfe, ohne erkennbare Zellkernfärbung, eine eindeutige 

positive Markierung für H3K9ac (Abb. 68). Für den Großteil der mit Hoechst markierten und 

normalgroßen Spermienköpfe konnte entweder keine Markierung oder nur eine schwache 

Markierung von H3K9ac nahe des Mittelstücks festgestellt werden (Abb. 68). 
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Abbildung 68: Analyse der H3K9ac-Expression für Spermien von fertilen und subfertilen 

Männern.  
Für den Nachweis von H3K9ac wurden immunfluoreszente Färbungen an Spermien von fertilen (A-C) 
und subfertilen (D-F) Männern durchgeführt. Entsprechende, repräsentative Aufnahmen zeigten die 
Fluoreszenzmarkierungen für Zellkerne in blau (Hoechst) und für H3K9ac in rot, wobei Überlagerungen 
dieser beiden Markierungen pink erschienen. Durch die Kombination von Fluoreszenzmarkierung (FM) 
und lichtmikroskopischer Aufnahme (LM) (C und F) konnten auch die nichtmarkierten Flagellen zur 
Identifizierung von Spermien genutzt werden, die keine Hoechst-Färbung zeigten. Zur Auswertung der 
Antikörperfärbungen gegen H3K9ac zählten pro Gruppe fünf Männer (n = 5) und pro Mann mindestens 
50 Spermien; Maßstabsbalken = 20 µm.  

 

Die dimethylierte Modifikation H3K9me2 konnte unabhängig von der Gruppe Fertil oder 

Subfertil in jeglichen Spermien immunfluoreszent nachgewiesen werden (Abb. 69). Die in 

fertilen Spermien flächige Färbung gegen H3K9me2 steht im Gegensatz zu der fokussierten 

Färbung bei subfertilen Spermien (Abb. 69). Spermien von fertilen Männern wiesen eine 

gleichmäßige Markierung über den nahezu gesamten Zellkern auf (Abb. 69 A-C). Hinsichtlich 

der Intensität erschienen die Färbungen in subfertilen Spermien stärker als die Färbungen in 

fertilen Spermien (Abb. 69). 
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Abbildung 69: Vergleich der H3K9me2-Expression zwischen fertilen und subfertilen 

Spermien.  
Gezeigt sind repräsentative Aufnahmen des immunfluoreszenten Nachweises von H3K9me2 in 
Spermien von fertilen (A-C) und subfertilen (D-F) Männern. Die Aufnahmen mittels 
Fluoreszenzmikroskopie (FM) zeigten neben der blauen Kernfärbung (Hoechst) auch die 
entsprechende Antikörperfärbung für H3K9me2 in rot, welche bei Überlagerung mit der Kernfärbung 
pink erschien. Durch die Kombination von FM und Lichtmikroskopie (LM) (C und F) konnten neben den 
nicht markierten Flagellen auch Spermien detektiert werden, die keine blaue Kernfärbung aufwiesen. 
Pro Gruppe wurden Färbungen von fünf Männern (n = 5) und mindestens 50 Spermien pro Mann 
analysiert; Maßstabsbalken = 20 µm. (Abbildung modifiziert nach [74]) 

  

Neben PTMs der kanonischen Histone wurde für Histon H3 auch die Variante H3.3 mit der 

Modifikation einer Phosphorylierung an Serin 31 (H3.3S31ph) in humanen Spermien 

immunfluoreszent untersucht (Abb. 70). Entsprechend der Ergebnisse für murine Spermien 

(Abb. 50) zeigte sich auch in humanen Spermien, unabhängig von der Spermienqualität 

(Fertil vs. Subfertil), keine spezifische Antikörperfärbung für H3.3S31ph (Abb. 70). Da diese 

Phosphorylierung als Mitosemarker gilt und in reifen Spermien aus Ejakulatproben keinerlei 

mitotische Aktivität vorhanden ist, waren die ausbleibenden Färbungen zu erwarten [215–218]. 
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Abbildung 70: Kein Mitosemarker H3.3S31ph in Spermien fertiler und subfertiler 

Männer.  

Über immunfluoreszente Färbungen gegen H3.3S31ph an Spermien von fertilen (A-C) und subfertilen 
(D-F) Männern konnte die Expression analysiert werden. Repräsentative, fluoreszenzmikroskopische 
(linke und mittlere Spalte) und lichtmikroskopische Aufnahmen (rechte Spalte) ließen neben der 
ausgebliebenen immunfluoreszenten Markierung (rot) auch die Zellkernfärbung mit Hoechst (blau) 
erkennen. Für jede Gruppe wurden jeweils mindestens 50 Spermien von fünf Männern begutachtet 
(n = 5); Maßstabsbalken = 20 µm. 

 

Als eine der bekanntesten posttranslationalen Modifikationen gilt die Trimethylierung von 

H3K27 (H3K27me3), welche in humanen Spermien immunfluoreszent nachgewiesen werden 

konnte (Abb. 71). Auffällig waren hierbei die Unterschiede in der Markierungsintensität, die 

unabhängig von der Gruppe, jedoch in Zusammenhang mit einer vergleichsweise geringeren 

Spermienkopfgröße standen (Abb. 71). So zeigten insbesondere kleine Spermienköpfe, bei 

denen auch keine Zellkernfärbung mittels Hoechst zu erkennen war, eine höhere Intensität der 

H3K27me3-Färbung (Abb. 71, weiße Pfeile). Für Hoechst-positive und vergleichsweise 

größere Spermienköpfe konnte eine bedeutend schwächere und flächige Färbung detektiert 

werden, die sich über den gesamten Zellkernbereich erstreckte und nahe des Mittelstücks 

fokussierter erschien. Beim Vergleich von fertilen und subfertilen Spermien konnten keine 

signifikanten Unterschiede für die H3K27me3-Expression festgestellt werden (Abb. 71). 
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Abbildung 71: Charakterisierung des immunfluoreszenten Nachweises von H3K27me3 

in humanen Spermien mit unterschiedlicher Qualität. 

Für den Nachweis von H3K27me3 wurden immunfluoreszente Färbungen an Spermien von fertilen 
(A-C) und subfertilen (D-F) Männern durchgeführt. Entsprechende, repräsentative Aufnahmen zeigten 
die Fluoreszenzmarkierungen für Zellkerne in blau (Hoechst) und für H3K27me3 in rot, wobei 
Überlagerungen dieser beiden Markierungen pink erschienen. Die mit weißen Pfeilen markierten 
Spermienköpfe zeigten eine rote Färbung, aber keine blaue Zellkernfärbung und waren vergleichsweise 
kleiner als die anderen Spermienköpfe. Durch die Kombination von Fluoreszenzmarkierung (FM) und 
lichtmikroskopischer Aufnahme (LM) (C und F) konnten auch die nicht markierten Flagellen zur 
Identifizierung von Spermien genutzt werden, die keine Hoechst-Färbung zeigten. Zur Auswertung der 
Antikörperfärbungen gegen H3K27me3 zählten pro Gruppe fünf Männer (n = 5) und pro Mann 
mindestens 50 Spermien; Maßstabsbalken = 20 µm. (Abbildung modifiziert nach [74]) 

 

Bei Betrachtung der immunfluoreszenten Markierung von H3K36me2 in Spermien von fertilen 

und subfertilen Männern konnte diese Modifikation in beiden Gruppen eindeutig nachgewiesen 

werden (Abb. 72). Die intensive, flächige Färbung gegen H3K36me2 erstreckte sich über das 

nahezu gesamte Zellkernareal und trat nur bei wenigen Spermien schwach bzw. nicht zum 

Vorschein (Abb. 72, weiße Pfeile). Insbesondere die Spermienköpfe mit Normalform zeigten 

für H3K36me2 eine gleichmäßige Markierung des Zellkerns. 
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Abbildung 72: Vergleich der H3K36me2-Expression in Spermien von fertilen und 

subfertilen Männern.  
Gezeigt sind repräsentative Aufnahmen des immunfluoreszenten Nachweises von H3K36me2 in 
Spermien von fertilen (A-C) und subfertilen (D-F) Männern. Die Aufnahmen mittels 
Fluoreszenzmikroskopie (FM) zeigten neben der blauen Kernfärbung (Hoechst) auch die 
entsprechende Antikörperfärbung für H3K36me2 in rot, welche bei Überlagerung mit der Kernfärbung 
pink erschien. Durch die Kombination von FM und Lichtmikroskopie (LM) (C und F) konnten neben den 
nicht markierten Flagellen auch Spermien detektiert werden, die keine blaue Kernfärbung aufwiesen. 
Die mit weißen Pfeilen markierten Spermienköpfe zeigten eine äußerst schwache Markierung. Pro 
Gruppe wurden Färbungen von fünf Männern und mindestens 50 Spermien pro Mann analysiert; 
Maßstabsbalken = 20 µm. (Abbildung modifiziert nach [74]) 

 

Für die Trimethylierung von H3 an Lysin 79 zeigte sich ein immunfluoreszenter Nachweis 

ausschließlich in kleinen Spermienköpfen der Ejakulatausstriche von fertilen und subfertilen 

Männern (Abb. 73). Dieses Expressionsmuster ist nahezu identisch mit der für H3K9ac 

ermittelten Expression in fertilen und subfertilen Spermien (Abb. 68), da auch für H3K79me3 

Hoechst positive Spermienköpfe keinerlei spezifische Antikörperfärbung aufwiesen und es 

keine Unterschiede beim Vergleich der Gruppen Fertil und Subfertil gab (Abb. 73). 
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Abbildung 73: Nachweis von H3K79me3 in kleinen Spermienköpfen von fertilen und 

subfertilen Männern. 
Über immunfluoreszente Färbungen gegen H3K79me3 an Spermien von fertilen (A-C) und subfertilen 
(D-F) Männern konnte die Expression analysiert werden. Repräsentative, fluoreszenzmikroskopische 
(linke und mittlere Spalte) und lichtmikroskopische Aufnahmen (rechte Spalte) ließen neben der 
immunfluoreszenten Markierung (rot) auch die Zellkernfärbung mit Hoechst (blau) erkennen. Zudem 
konnten durch die Lichtmikroskopie auch Spermienköpfe ohne erkennbare Zellkernfärbung anhand der 
Flagelle als Spermien identifiziert werden. Für jede Gruppe wurden jeweils mindestens 50 Spermien 
von fünf Männern begutachtet (n = 5); Maßstabsbalken = 20 µm. (Abbildung modifiziert nach [74]) 

 

Ergänzend zu den PTMs von Histon H3 wurden auch PTMs von Histon H4 immunfluoreszent 

in Spermien fertiler und subfertiler Männern nachgewiesen. Vor dem Nachweis einzelner 

PTMs wurde Histon H4 ohne jegliche Spezifität für eine PTM in fertilen und subfertilen 

Spermien untersucht (Abb. 74). Analog zur Expression von Histon H3 (Abb. 66) konnte auch 

die Expression von Histon H4 in annähernd allen Spermienköpfen festgestellt werden. Die 

flächige, intensive Färbung erstreckte sich über den gesamten Zellkern. Je nach Lage der 

Köpfe waren einige wenige Bereiche nur schwach positiv für Histon H4 (Abb. 74).  
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In die Analyse der PTMs von Histon H4 wurden die ersten fünf Lysinreste einbezogen, wobei 

die Modifikationen H4K5ac, H4K8ac, H4K12ac, H4K16ac und H4K20me3 mittels 

Immunfluoreszenz untersucht wurden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 74: Vergleichbare Expression von Kernhiston H4 in Spermien von fertilen 

und subfertilen Männern. 

Für den Nachweis von Histon H4 wurden immunfluoreszente Färbungen an Spermien von fertilen (A-C) 
und subfertilen (D-F) Männern durchgeführt. Entsprechende, repräsentative Aufnahmen zeigten die 
Fluoreszenzmarkierungen für Zellkerne in blau (Hoechst) und für Histon H4 in rot, wobei 
Überlagerungen dieser beiden Markierungen pink erschienen. Durch die Kombination von 
Fluoreszenzmarkierung (FM) und lichtmikroskopischer Aufnahme (LM) (C und F) konnten auch die 
unmarkierten Flagellen zur Identifizierung von Spermien genutzt werden, die keine Hoechst-Färbung 
zeigten. Zur Auswertung der Antikörperfärbungen gegen Histon H4 zählten pro Gruppe fünf Männer 
(n = 5) und pro Mann mindestens 50 Spermien; Maßstabsbalken = 20 µm. (Abbildung modifiziert 
nach [74]) 

 

H4K5ac konnte sowohl in fertilen als auch in subfertilen Spermien immunfluoreszent 

nachgewiesen werden (Abb. 75). Allerdings gab es beim Vergleich von fertilen und subfertilen 

Spermien signifikante Unterschiede in Bezug auf die Anzahl der für H4K5ac positiven 

Spermien und die Intensität der Färbung. Für Spermien von fertilen Männern ließ sich im 

Großteil des Zellkerns eine flächige Färbung gegen H4K5ac erkennen, die bei fast allen 

Spermien auftrat (Abb. 75 A-C). Im Gegensatz dazu war die Expression von H4K5ac in den 

Spermien subfertiler Männer deutlich in Spermien mit verkleinertem Kopf nachweisbar, 
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während sie in vermeintlich normal geformten Köpfen nur vereinzelt und in geringerem 

Ausmaß auftrat (Abb. 75 D-F). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 75: Verringerte H4K5ac-Expression in Spermien von subfertilen Männern.  
Gezeigt sind repräsentative Aufnahmen des immunfluoreszenten Nachweises von H4K5ac in Spermien 
von fertilen (A-C) und subfertilen (D-F) Männern. Die Aufnahmen mittels Fluoreszenzmikroskopie (FM) 
zeigten neben der blauen Kernfärbung (Hoechst) auch die entsprechende Antikörperfärbung für 
H4K5ac in rot, welche bei Überlagerung mit der Kernfärbung pink erschien. Durch die Kombination von 
FM und Lichtmikroskopie (LM) (C und F) konnten neben den nicht markierten Flagellen auch Spermien 
detektiert werden, die keine blaue Kernfärbung aufwiesen. Pro Gruppe wurden Färbungen von fünf 
Männern (n = 5) und mindestens 50 Spermien pro Mann analysiert; Maßstabsbalken = 20 µm. 
(Abbildung modifiziert nach [74]) 

 

Die Expression von H4K8ac ähnelte der zuvor geschilderten Expression von H4K5ac, da auch 

hier Spermien von subfertilen Männern nur selten eine Antikörperfärbung zeigten, welche 

allerdings eine vergleichsweise schwache Intensität aufwies (Abb. 76 D-F; weißer Pfeil). Eine 

Ausnahme stellten subfertile Spermien mit kleinen Köpfen dar, deren Köpfe vollständig positiv 

für H4K8ac waren. Bei fertilen Spermien konnte eine eindeutige, flächige Färbung für H4K8ac 

in Zellkernen von annähernd allen untersuchten Spermien festgestellt werden (Abb. 76 A-C). 

Die Expression von H4K5ac und H4K8ac unterschied sich somit signifikant und auf ähnliche 

Weise zwischen den subfertilen Spermien und der fertilen Kontrollgruppe. 
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Abbildung 76: Analyse der H4K8ac-Expression in fertilen und subfertilen Spermien.  
Über immunfluoreszente Färbungen gegen H4K8ac an Spermien von fertilen (A-C) und subfertilen (D-F) 
Männern konnte die Expression analysiert werden. Repräsentative, fluoreszenzmikroskopische (linke 
und mittlere Spalte) und lichtmikroskopische Aufnahmen (rechte Spalte) ließen neben der 
immunfluoreszenten Markierung (rot) auch die Zellkernfärbung mit Hoechst (blau) erkennen. Bereiche, 
die bei überlagerten Aufnahmen pink erschienen, wiesen auf übereinstimmende Kern- und Antikörper-
Färbung hin. Die weißen Pfeile deuten auf die schwache Kernfärbung für H4K8ac in einem subfertilen 
Spermatozoon hin. Für jede Gruppe wurden jeweils mindestens 50 Spermien von fünf Männern 
begutachtet (n = 5); Maßstabsbalken = 20 µm. (Abbildung modifiziert nach [74]) 

 

Für H4K12ac zeigte sich der Unterschied bezüglich der Expression in Spermien von fertilen 

und subfertilen Männern am deutlichsten, da in subfertilen Spermien der überwiegende Anteil 

an Spermienköpfen, neben der Zellkernfärbung, keine oder eine nur sehr schwach 

ausgeprägte Färbung für H4K12ac zeigte (Abb. 77 D-F). Konträr dazu, waren die meisten der 

fertilen Spermien eindeutig positiv für H4K12ac, sodass eine intensive Färbung im 

Zellkernareal ausgemacht werden konnte (Abb. 77 A-C).  
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Abbildung 77: Spermien von subfertilen Männern mit reprimierter H4K12ac-Expression. 
Für den Nachweis von H4K12ac wurden immunfluoreszente Färbungen an Spermien von fertilen (A-C) 
und subfertilen (D-F) Männern durchgeführt. Entsprechende, repräsentative Aufnahmen zeigten die 
Fluoreszenzmarkierungen für Zellkerne in blau (Hoechst) und für H4K12ac in rot, wobei Überlagerungen 
dieser beiden Markierungen pink erschienen. Durch die Kombination von Fluoreszenzmarkierung (FM) 
und lichtmikroskopischer Aufnahme (LM) (C und F) konnten auch die nichtmarkierten Flagellen zur 
Identifizierung von Spermien genutzt werden, die keine Hoechst-Färbung zeigten. Zur Auswertung der 
Antikörperfärbungen gegen H4K12ac zählten pro Gruppe fünf Männer (n = 5) und pro Mann mindestens 
50 Spermien; Maßstabsbalken = 20 µm. (Abbildung modifiziert nach [74]) 
 

Als vierte Acetylierung für Histon H4 wurde H4K16ac in humanen Spermien immunfluoreszent 

analysiert (Abb. 78). Sowohl die Spermien von fertilen Männern als auch die Spermien von 

subfertilen Männern zeigten nur sehr selten bzw. vereinzelt eine Färbung für H4K16ac im 

Zellkernbereich. Die für H4K16ac positiven Spermien besaßen im Vergleich zu Spermien ohne 

spezifische Antikörperfärbung kleinere Köpfe (Abb. 78, weiße Pfeile). Zudem schien die 

Markierung von H4K16ac in subfertilen Spermien eine schwächere Markierung, als in fertilen 

Spermien hervorzubringen (Abb. 78, weiße Pfeile). 
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Abbildung 78: Analyse der H4K16ac-Expression in fertilen und subfertilen Spermien. 
Gezeigt sind repräsentative Aufnahmen des immunfluoreszenten Nachweises von H4K16ac in 
Spermien von fertilen (A-C) und subfertilen (D-F) Männern. Die Aufnahmen mittels 
Fluoreszenzmikroskopie (FM) zeigten neben der blauen Kernfärbung (Hoechst) auch die 
entsprechende Antikörperfärbung für H4K16ac in rot, welche bei Überlagerung mit der Kernfärbung pink 
erschien. Durch die Kombination von FM und Lichtmikroskopie (LM) (C und F) konnten neben den nicht 
markierten Flagellen auch Spermien detektiert werden, die keine blaue Kernfärbung aufwiesen. Die 
weißen Pfeile deuten auf die einzigen für H4K16ac positiven Spermienköpfe mit unterschiedlicher 
Färbungsintensität beim Vergleich von Fertil (A-C) und Subfertil (D-F). Pro Gruppe wurden Färbungen 
von fünf Männern (n = 5) und mindestens 50 Spermien pro Mann analysiert; Maßstabsbalken = 20 µm. 
(Abbildung modifiziert nach [74]) 

 

Für H4K20 wurde die PTM der Trimethylierung (H4K20me3) immunfluoreszent in humanen 

Spermien untersucht (Abb. 79). Hierbei konnte H4K20me3 in beiden Gruppen eindeutig in 

Spermienköpfen markiert werden. Zwischen den Gruppen von fertilen und subfertilen 

Spermien fiel auf, dass die H4K20me3-Expression in signifikant weniger subfertilen als fertilen 

Spermien nachgewiesen werden konnte. Zudem waren in beiden Gruppen Unterschiede im 

Ausmaß der positiven Markierung sowie in der Intensität im Kopfbereich erkennbar (Abb. 79). 
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Abbildung 79: Expression von H4K20me3 in fertilen und subfertilen Spermien.  
Über immunfluoreszente Färbungen gegen H4K20me3 an Spermien von fertilen (A-C) und subfertilen 
(D-F) Männern konnte die Expression analysiert werden. Repräsentative, fluoreszenzmikroskopische 
(linke und mittlere Spalte) und lichtmikroskopische Aufnahmen (rechte Spalte) ließen neben der 
immunfluoreszenten Markierung (rot) auch die Zellkernfärbung mit Hoechst (blau) erkennen. Bereiche, 
die bei überlagerten Aufnahmen pink erschienen, wiesen auf übereinstimmende Kern- und Antikörper-
Färbung hin. Für jede Gruppe wurden jeweils mindestens 50 Spermien von fünf Männern begutachtet 
(n = 5); Maßstabsbalken = 20 µm. (Abbildung modifiziert nach [74]) 
 

Abschließend konnten über den immunfluoreszenten Nachweis ausgewählter PTMs in 

Spermien von fertilen und subfertilen Männern einige Auffälligkeiten sowie signifikante 

Unterschiede ermittelt werden. Auffällig zeigten sich die Färbungen gegen H3K9ac und 

H3K79me3, bei denen nur kleine Spermienköpfe eine spezifische Antikörperfärbung 

aufwiesen (Abb. 68 und Abb. 73). Signifikante Unterschiede beim Vergleich von fertilen und 

subfertilen Spermien konnten für H3K4me3, H3K27me3, H4K5ac, H4K8ac, H4K12ac und 

H4K20me3 festgestellt werden, wobei sich die Differenzen auf Intensität der Färbung, Größe 

der gefärbten Spermienköpfe und Anzahl der gefärbten Spermien beschränkte (Abb. 67,  

Abb. 71, Abb. 75-77 und Abb. 79). 
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4.7.3 Bestimmung der Proteinmengen von ausgewählten Histonmodifikationen bei 

Prm2-Mäusen und Männern mit abweichender Protamin-Ratio 

Zur weiteren Analyse und Validierung der massenspektrometrischen Befunde (s. 4.7.1) und 

der immunfluoreszenten Färbungen von Spermien (s. 4.7.2) wurden die Histon-PTMs muriner 

und humaner Spermien über Western Blot (Immunoblot) nachgewiesen und semi-quantitativ 

analysiert. Im Fokus dieser Versuche standen vor allem die PTMs, die bereits in der MS oder 

Immunfluoreszenz signifikante Unterschiede beim Vergleich der entsprechenden Gruppen 

zeigten. 

 

4.7.3.1 Analyse der Proteinexpression ausgewählter Histonmodifikationen zwischen 

den Genotypen der Prm2-Mäuse  

Für die semi-quantitative Analyse von PTMs der Kernhistone H3 und H4 in epididymalen 

Spermien der Prm2-Mäuse wurden entsprechende Immunoblots durchgeführt. Vor dem 

spezifischen Nachweis von PTMs wurde der Gehalt von Gesamt-Histon H3 und 

Gesamt-Histon H4 in epididymalen Spermien der Prm2-Mäuse untersucht (Abb. 80). 

Diesbezüglich konnte gezeigt werden, dass es signifikante Unterschiede beim Vergleich des 

Histon H3 und H4 Gehaltes zwischen Wt-, Het- und Ko-Tieren gab. Bei Histon H3 zeigten 

epididymale Spermien aus Het-Tieren einen im Vergleich zu Wt- und Ko-Tieren erhöhtes Level 

(Abb. 80 A und B), wobei für Histon H4 ein erhöhtes Level in Ko-Spermien im Vergleich zu Wt 

und Het zu erkennen war (Abb. 80 A und C). 
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Abbildung 80: Bestimmung des Einflusses einer Prm2-Defizienz auf die Expression der 

Kernhistone H3 und H4 in murinen epididymalen Spermien.  

Mittels Immunoblot wurden Histon H3 und H4 in epididymalen Spermien der Prm2-Mäuse 
nachgewiesen und analysiert. A: Repräsentative Aufnahmen zeigten neben der antikörperbasierten 
Detektion auch das markierte Gesamtprotein, welches zur Normalisierung der Signalwerte von H3 und 
H4 diente. Anhand des mitgeführten Markers konnten die Proteinmassen der Banden von H3 mit ~15 
kDa und von H4 mit ~11 kDa zugeordnet werden. Die Signalwerte der Banden für H3 (B) und H4 (C) 
wurden über die entsprechende Software (Image Studio Ver. 5.2) ermittelt und anhand der Signalwerte 
des Gesamtproteins normalisiert. Dargestellt sind die Mittelwerte des normalisierten Signals mit s.e.m. 
und signifikante Unterschiede wurden über einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) und Tukey-Test 
festgestellt. Histon H3: Prm2+/+/Prm2+/- ** p = 0,0063; Prm2+/-/Prm2-/- *** p = 0,0005; Histon H4: 
Prm2+/+/Prm2-/- ** p = 0,0034; Prm2+/-/Prm2-/- ** p = 0,0084; Pro Genotyp n = 5. (Abbildung modifiziert 
nach [74]) 
 

Um den Einfluss einer Prm2-Defizienz auf PTMs der Kernhistone H3 und H4 zu analysieren, 

wurden Immunoblots für jeweils sechs verschiedene PTMs pro Histon durchgeführt (Abb. 81). 

Für H3 wurden Antikörper gegen H3K4me3, H3K9me2, H3K27me3, H3K36me2, H3K79me1 

und H3K79me3 verwendet. Zwar unterschieden sich die Bandenintensitäten beim Vergleich 

der PTMs, jedoch konnten keine genotypspezifischen Unterschiede für H3 ausgemacht 

werden (Abb. 81 A und B). Die PTMs von H4 beliefen sich auf die folgenden sechs 

Modifikationen: H4K5ac, H4K8ac, H4K12ac, H4K16ac, H4K20me2 und H4K20me3. Auffällig 

bei diesen PTMs waren H4K5ac und H4K12ac, bei denen signifikante Unterschiede im 

Vergleich der Genotypen auftraten. Insbesondere der Vergleich von Prm2+/+ und Prm2-/- zeigte 

ein verringertes Modifikationslevel in epididymalen Spermien von Ko-Tieren (Abb. 81 A und C). 

Für H4K12ac konnte zudem eine sukzessive Abnahme von Wt- über Het- bis hin zu Ko-Tieren 

festgestellt werden, die bei keiner anderen untersuchten PTM in dieser Form auftrat  

(Abb. 81 A und C). 
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Abbildung 81: Semi-quantitativer Nachweis von PTMs der Kernhistone H3 und H4 in 

epididymalen Spermien der Prm2-Mäuse. 

Epididymale Spermien der Prm2-Mäuse wurden hinsichtlich bestimmter PTMs von H3 und H4 
semi-quantitativ über Immunoblots untersucht. A: Gezeigt sind das repräsentative Bandenmuster des 
Gesamtproteins (links) sowie die für eine PTM spezifische Bande (rechts) der verschiedenen 
Genotypen. Anhand der ermittelten Signalwerte des Gesamtproteins konnten die Signalwerte der PTMs 
normalisiert und zwischen den Genotypen verglichen werden (B und C). Dargestellt sind die Mittelwerte 
der normalisierten Signalwerte mit s.e.m. für H3 (B) und H4 (C). Die statistische Auswertung und 
Ermittlung signifikanter Unterschiede erfolgte über multiple t-Tests, wobei die p-Werte für multiples 
Testen über die Holm-Sidak Methode angepasst wurden. B: Histon H3: keine signifikanten 
Unterschiede; C: Histon H4: H4K5ac Prm2+/+/Prm2-/- *** p = 0,000191; H4K5ac Prm2+/-/Prm2-/- 
*** p = 0,000172; H4K12ac Prm2+/+/Prm2-/- **** p = <0,000001; H4K12ac Prm2+/+/Prm2+/- 

*** p = 0,000177; H4K12ac Prm2+/-/Prm2-/- **** p = 0,000067; Pro Genotyp n = 5. (Abbildung modifiziert 
nach [74]) 
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Zusammenfassend zur Analyse der Kernhistone H3 und H4 und deren PTMs in epididymalen 

Spermien von Mäusen mit einer Prm2-Defizienz lässt sich festhalten, dass nicht nur die 

Expression der Kernhistone, sondern auch ein Teil der ausgewählten PTMs durch den Verlust 

von Prm2 beeinflusst wurden. Insbesondere Histon H4 und die PTM der Acetylierung zeigten 

Veränderungen im Vergleich zu den Ergebnissen der Wt-Tiere. 

 

4.7.3.2 Immunoblot-basierte Analyse der Proteinmengen bestimmter 

Histonmodifikationen von Spermien fertiler und subfertiler Männer  

Analog zur Analyse der Kernhistone H3 und H4 sowie einer Auswahl von PTMs bei 

Prm2-Mäusen wurden auch für Spermien von fertilen und subfertilen Männern 

Immunoblot-basierte Untersuchungen zur semiquantitativen Analyse durchgeführt.  

 

Der Nachweis von Gesamt-Histon H3 und -Histon H4 zeigte deutliche Unterschiede in der 

H3:H4 Ratio zwischen Mäusen und Menschen. Die murinen Verhältnisse betrugen 1:0,5 (Wt), 

1:0,4 (Het) und 1:0,8 (Ko), während sich die humane Verteilung mit 1:2,9 (Fertil) und 1:3,5 

(Subfertil) darstellte (Abb. 82). Der Vergleich von fertilen und subfertilen Spermien erbrachte 

sowohl für H3 als auch für H4 keine signifikanten Unterschiede (Abb. 82 B und C). 
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Abbildung 82: Detektion von Gesamt-Histon H3 und H4 in Spermien fertiler und 

subfertiler Männer. 

Bei der Analyse von H3 und H4 wurden neben Histonen aus humanen Spermien auch rekombinante 
Proteine für humanes H3 und H4 als Positivkontrolle mittels Immunoblot nachgewiesen. 
A: Das abgebildete Bandenmuster des Gesamtproteins sowie die Banden von H3 und H4 sind 
repräsentativ für die jeweilige Gruppe (Fertil und Subfertil). Anhand der Positivkontrollen und dem 
mitgeführten Marker konnten die Banden der fertilen und subfertilen Spermien eindeutig den Histonen 
H3 mit ~15 kDa und H4 mit ~11 kDa zugeordnet werden. Über Signalwerte des Gesamtproteins wurden 
die Signalwerte der jeweiligen, spezifischen Banden normalisiert und die Mittelwerte mit s.e.m. 
graphisch dargestellt (B und C). Die statistische Auswertung mittels ungepaartem t-Test ergab keine 
signifikanten Unterschiede beim Vergleich der Gruppen Fertil und Subfertil. Fertil: n = 5; Subfertil:  
n = 5. (Abbildung modifiziert nach [74]) 

 

Für die PTMs der Kernhistone konnten in humanen Spermien sowohl für H3 als auch für H4 

signifikante Unterschiede beim Vergleich von Fertil und Subfertil gefunden werden (Abb. 83). 

Bei Histon H3 zeigte die Trimethylierung von H3K4 signifikante Unterschiede zwischen 

Spermien von fertilen und subfertilen Männern, wobei subfertile Spermien ein verringertes 

Level von H3K4me3 aufwiesen. Für die PTMs H3K9me2, H3K27me3, H3K36me2, H3K79me1 

und H3K79me3 konnten keine nennenswerten Unterschiede festgestellt werden (Abb. 83 A 

und B). Bei Betrachtung der Ergebnisse für PTMs von H4 zeigten die Acetylierungen von H4K5 

und H4K12 signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen Fertil und Subfertil. Die 

Reduktion der jeweiligen PTM in Spermien von subfertilen Männern war sowohl für H4K5ac 

als auch für H4K12ac präsent (Abb. 83 A und C). Neben den genannten PTMs zeigten die 

Übrigen mit H4K8ac, H4K16ac, H4K20me2 und H4K20me3 keinerlei signifikante Unterschiede 

(Abb. 83 A und C). 
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Abbildung 83: Vergleichende Analyse der PTMs von fertilen und subfertilen Spermien.  

Die semi-quantitative Beurteilung der PTMs von Spermien fertiler und subfertiler Männer erfolgte mittels 
Immunoblot und Analyse der Banden mit geeigneter Software. A: Neben den spezifischen Banden für 
die jeweilige PTM (rechts) wird auch ein exemplarisches Bandenmuster des Gesamtproteins (links) von 
fertilen und subfertilen Spermien gezeigt. Pro PTM wurden vier Banden aufgeführt, wobei sich die 
verwendeten Ejakulatproben in zwei fertile und zwei subfertile Spermienproben unterteilten. Über die 
Signalwerte des Gesamtproteins konnten die Signalwerte der PTM-Banden normalisiert und verglichen 
werden (B und C). Gezeigt sind die Mittelwerte der normalisierten Signalwerte mit s.e.m. für H3 (B) und 
H4 (C). Signifikante Unterschiede wurden über multiple t-Tests mit der Holm-Sidak Methode ermittelt: 
B: Histon H3: H3K4me3 ** p = 0,0024; C: Histon H4: H4K5ac ** p = 0,0028; H4K12ac 
**** p < 0,000001; Pro Gruppe n = 10. (Abbildung modifiziert nach [74]) 

 

Insgesamt ähneln sich die Ergebnisse der Analyse der Kernhistone H3 und H4 sowie deren 

PTMs in Spermien von Maus und Mensch. Besonders die Veränderungen der PTMs von H4 
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bei subfertilen Spermien im Vergleich zu fertilen Spermien zeigten Parallelen zu den 

Ergebnissen der Prm2-Mäuse. Im Gegensatz dazu wurden in humanen subfertilen Spermien 

keine signifikanten Veränderungen von H3 oder H4 beobachtet, wie sie bei Spermien von 

Prm2+/- und Prm2-/- nachgewiesen werden konnten. 

 

4.8 Genexpressionsanalyse von Kat2a/KAT2A, Brdt/BRDT, Brd4/BRD4 (Histon-

Acetylierung) und den Genen der Histonvariante H3.3 in Maus und Mensch 

Aufgrund der vorherigen Ergebnisse und Literaturrecherche wurde mit verbliebenem 

Probenmaterial qPCR-Versuche für die Gene Kat2a/KAT2A, Brdt/BRDT, Brd4/BRD4, 

H3f3a/H3.3A und H3f3b/H3.3B durchgeführt. Da die Acetylierung von H4 in Spermien mit 

abweichender Protamin-Ratio verringert war, sollten Gene untersucht werden, die an der 

Acetylierung von Histonen beteiligt sind. Kat2a/KAT2A sorgt als HAT für die Acetylierung von 

Lysinen der Kernhistone H3 und H4, welche unter anderem von den Mitgliedern der BET-

Familie Brdt/BRDT und Brd4/BRD4 erkannt werden [79, 84, 85, 219, 220]. Die Gene 

H3f3a/H3.3A und H3f3b/H3.3B, welche für die Histonvariante H3.3 in Maus und Mensch 

codieren, wurden aufgrund der Rolle von H3.3 in der Spermatogenese (Tabelle 3) analysiert 

und zwischen den Gruppen verglichen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 84: Prm2-Defizienz ohne Einfluss auf die rel. Expression von Kat2a, Brdt, 

Brd4 und H3f3.  

Relative Expressionslevel von Kat2a, H3f3a und H3f3b wurden für Testis (A) und epididymale Spermien 
(B) von Prm2-Mäusen mittels qPCR bestimmt und über ß-Aktin normalisiert (ΔΔCt-Methode). Zudem 
wurden über die gleiche Prozedur die rel. Expressionslevel von Brdt und Brd4 für Testis der 
Prm2-Mäuse ermittelt. Dargestellt sind die ermittelten Mittelwerte mit Standardfehler (s.e.m.) für die 
gelisteten Gene und Genotypen. A: Pro Genotyp n = 10; B: Pro Genotyp n = 5 
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Der Vergleich der gelisteten Gene und deren rel. Expressionslevel zeigten weder im Testis 

(Abb. 84 A) noch in epididymalen Spermien (Abb. 84 B) signifikante Unterschiede zwischen 

den Genotypen. Auf eine Analyse von Brdt und Brd4 in epididymalen Spermien wurde 

aufgrund von Probenknappheit und vermeintlich testisspezifischer Expression verzichtet. Für 

humane Ejakulatproben zeigte nur das zusätzlich zu den gelisteten Genen erneut analysierte 

PRM2 signifikante Unterschiede zwischen Fertil vs. Subfertil (Abb. 85). KAT2A zeigte eine 

Tendenz zum erhöhten rel. Expressionslevel in subfertilen Spermien, jedoch war aufgrund der 

hohen Variabilität für fertile Spermien und des daraus resultierenden Standardfehlers kein 

signifikanter Unterschied nachweisbar (Abb. 85). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 85: Abweichende Protamin-Ratio in humanen Spermien ohne Auswirkungen 

für die rel. Expression von KAT2A, BRDT, BRD4 und H3.3.  

Über qPCR wurde die relative Expression von KAT2A, BRDT, BRD4, H3.3A, H3.3B und PRM2 in 
Spermien von fertilen und subfertilen Männern ermittelt (ß-Aktin normalisiert; ΔΔCt-Methode). Das 
Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte mit Standardfehler (s.e.m.) für die verschiedenen Gene und die 
beiden Gruppen Fertil und Subfertil. Die komparative statistische Analyse wurde mittels multipler t-Tests 
durchgeführt, wobei die p-Werte für multiples Testen mithilfe der Holm-Sidak-Methode angepasst 
wurden: PRM2: * p = 0,0407; Fertil n = 60; Subfertil n = 40. 
 

Letztlich konnten für Prm2-Mäuse und fertile/subfertile Männern keine signifikanten 

Veränderungen für die rel. Expression von Genen, die an der Acetylierung von Histonen 

beteiligt sind, detektiert werden. Zudem ließ sich auch kein relevanter Unterschied für die 

jeweils zwei Gene der Histonvariante H3.3 ausmachen.  
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5. Diskussion  

5.1 Assoziation von Protamin-Ratio und verminderter Fertilität in der murinen und 

humanen Spermatogenese  

Bei Maus (Mus musculus) und Mensch (Homo sapiens) werden zwei Protamine Prm1/PRM1 

und Prm2/PRM2 in einer speziesspezifischen Ratio exprimiert und spielen eine essentielle 

Rolle bei der Chromatinumstrukturierung in Keimzellen im Zuge der Spermatogenese 

[1, 18, 20, 70, 122, 221]. Im Normalfall beträgt das Verhältnis von Protamin 1 zu Protamin 2 

bei Mäusen 1:2 (= 0,5) und bei Männern 1:1 (= 1) [122, 221]. Mit Blick auf die in dieser Arbeit 

verwendete Mauslinie B6.B6D2F2-Prm2em1Hsc konnte für Testes von Wildtyp-Mäusen, über die 

Analyse der relativen Expression der Protamine, eine Protamin-Ratio von 1:1,72 (= 0,58) 

ermittelt werden, welche annähernd dem Literaturwert entspricht (Abb. 18). Spermien von 

fertilen Männern wiesen eine Protamin-Ratio von 1:0,67 (= 1,49) auf, welche zwar von der 

genannten 1:1 Ratio leicht abwich, jedoch im bekannten Toleranzbereich für fertile, 

normozoospermische Männer liegt (Abb. 20, [222, 223]). Massive Abweichungen von diesen 

Verhältnissen außerhalb des Toleranzbereiches konnten bei Männern mit Sub- und Infertilität 

assoziiert werden [106, 121, 124, 162, 164, 167]. 

  

In Mäusen konnte durch gentechnische Methoden die Deletion eines oder beider Allel(e) von 

Prm1 und/oder Prm2 durchgeführt werden, was zu einer drastischen Änderung der 

Protamin-Ratio führte und als Modell für die humane Situation dient [125–128, 224, 225]. 

Entgegen den von anderen Arbeitsgruppen etablierten Mäuselinien, bei denen es bereits 

durch den Verlust eines Allels von Prm1 oder Prm2 zu einer Infertilität kam [126–128], gelang 

es der Kooperationsarbeitsgruppe von Prof. Schorle, über CRISPR-Cas9 vermitteltes genome 

editing, Mäuselinien zu generieren, welche erst bei Deletion beider Allele von Prm1 oder Prm2 

eine männliche Infertilität aufwiesen [125, 214, 225]. Dabei entstand unter anderem auch die 

in dieser Arbeit verwendete Mauslinie B6.B6D2F2-Prm2em1Hsc. Die Charakteristika der Linie in 

Bezug auf Protamin 1 und 2, im Zuge der Spermatogenese, wurden in dieser Arbeit bestimmt 

und ergänzen die Ergebnisse von Schneider et al. [125]. Die Erfassung der rel. Expression 

von Prm1 und Prm2 im Testis der jeweiligen Genotypen zeigte, dass der Verlust eines Prm2-

Allels zu einer erwartbaren Halbierung und der Verlust beider Allele zu einer ausbleibenden 

relativen Expression von Prm2 führte (Abb. 17), womit eine erste Validierung des erfolgreichen 

genome editings von Prm2 erfolgte. Für Prm1 konnten keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den Genotypen detektiert werden, sodass ein möglicher Kompensationseffekt 

zumindest auf Transkriptebene ausgeschlossen werden konnte (Abb. 17). Dementsprechend 



 Diskussion I Alexander Kruse 

 
 - 149 - 

 

ergaben sich die von der Norm abweichenden PRM1/PRM2-Verhältnisse ausschließlich 

aufgrund des Verlustes von Prm2 (Abb. 17 und 18).  

Über den Nachweis von Protamin-Transkripten in murinen Testisgewebeschnitten, mittels 

in situ Hybridisierung, konnten die genannten Verhältnisse für beide Protamine bestätigt und 

eine zelltypspezifische Anwesenheit von Protamin-mRNA, beginnend in runden Spermatiden 

(Schritt 8 der Spermiogenese) bis hin zu elongierenden Spermatiden, detektiert werden 

(Abb. 21). Dies traf nicht auf die Prm2-/--Proben zu, welche entsprechend dem Fehlen von 

Prm2 keine erkennbare Färbung gegen Prm2-Transkripte aufwiesen (Abb. 21, untere Reihe, 

rechts).  

 

Trotz der Prm2-Defizienz zeigten die Testisgewebeschnitte der Ko-Tiere eine augenscheinlich 

normale Spermatogenese, bei der keine morphologischen Auswirkungen zu erkennen waren 

[125]. Testisgewebeschnitte in denen die Protamine immunhistochemisch bzw. 

immunfluoreszent nachgewiesen wurden zeigten, dass die Expression der Protamine 

ausschließlich in elongierenden und elongierten Spermatiden und nicht bereits in runden 

Spermatiden, bei denen bereits Transkripte vorhanden waren, vorlag (Abb. 23). 

Erwartungsgemäß waren davon die Testisschnitte der Prm2-/--Tiere, für die in keiner der 

Zelltypen Protamin 2 nachgewiesen werden konnte, ausgenommen (Abb. 23). Bis auf die 

ausbleibende Färbung von Protamin 2 für Testes von Ko-Tieren wurden keine weiteren 

Auffälligkeiten detektiert, da auch Morphologie der Zellen, Expression von Protamin 1 sowie 

der Nachweis des Akrosoms über PNA Lectin zwischen den Genotypen nahezu identisch 

waren (Abb. 23). Eine ergänzende Protamin-Analyse für epididymale Spermien erbrachte 

durch immunfluoreszente Färbungen von Spermien im Nebenhodenschnitt und an 

ausgestrichenen Spermatozoen eine Übereinstimmung des Nachweismusters testikulärer 

Spermien mit dem von epididymalen Spermien für beide Protamine (Abb. 24 und Abb. 25). 

Hierbei fielen neben der Genotyp bedingten ausbleibenden Markierung von Protamin 2 in 

epididymalen Spermien der Ko-Tiere, die augenscheinlich kleineren Zellkerne der 

Prm2-defizienten Spermien auf, welche im Zuge der Analyse der Spermienkopfmorphologie 

(s. 4.5) genauer untersucht wurden (Abb. 25, untere Reihe).  

 

Bei nur einem intakten Allel für Prm2 ist mit einer Reduktion der Expression zu rechnen, welche 

mittels semi-quantitativem Western Blot analysiert wurde. Dabei konnte eine Halbierung der 

Expression für Prm2+/- sowie ein Fehlen der Expression für Prm2-/- festgestellt werden 

(Abb. 26). Somit konnte der Prm2-Knockout und die damit einhergehende Veränderung der 

Protamin-Ratio auf mRNA- und Proteinebene validiert werden. Da für die Isolierung von RNA 

und die anschließende qPCR kein humanes Testisgewebe zur Verfügung stand, wurde die 

genannte Protamin-Ratio bei den verwendeten humanen Proben anhand der rel. Expression 
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in Spermien aus Ejakulatproben bestimmt. Zudem werden die Transkripte testikulärer 

Spermien im Spermienkopf gespeichert und sind daher auch in epididymalen Spermien 

nachweisbar [226]. Der Vergleich von fertilen und subfertilen Spermien zeigte, dass die 

Gruppe der subfertilen Männer eine signifikant geringere rel. Expression von PRM2, bei 

vergleichbaren Werten für PRM1, aufwies (Abb. 19). Dementsprechend basiert die 

Abweichung der Protamin-Ratio, wie auch bei den murinen Proben, auf einer verminderten 

relativen Expression von PRM2 (Abb. 19 und Abb. 20). Zwar wird durch vorausgegangene 

Studien eine Erhöhung der Protamin-Ratio bei sub-/infertilen Männern bestätigt, allerdings 

wurde diese auch auf Veränderungen von PRM1 zurückgeführt oder nicht differenziert 

begründet [124, 164, 227].  

 

Bezüglich der Lokalisierung der Protamin-Transkripte im humanen Testis konnte über  

in situ Hybridisierung gezeigt werden, dass bei normaler Spermatogenese sowohl PRM1- als 

auch PRM2-mRNA in runden und elongierenden Spermatiden zu finden war (Abb. 22), was 

neben den hier gezeigten Ergebnissen durch vorherige Studien bestätigt werden konnte und 

zu den murinen Ergebnissen passt [119]. Die intensivere Färbung von PRM1-mRNA ist nur 

bedingt auf ein höheres Level an Transkripten zurückzuführen, da die Methodik keine 

Quantifizierung zulässt, jedoch deuten auch die relativen Expressionswerte auf einen 

geringfügig größeren Anteil an PRM1 hin (Abb. 19 und Abb. 22). Dass bei humanen 

Testisschnitten mit abnormaler Spermatogenese eine verringerte Präsenz von Protamin-

Transkripten vorliegt, wurde bereits 2005 von Mitchell et al. gezeigt [228]. Zudem fehlte es an 

geeignetem Probenmaterial, weshalb in dieser Arbeit auf einen entsprechenden Nachweis 

verzichtet wurde. 

 

Mit Blick auf die Proteinebene wurden analog zum murinen Probenmaterial 

immunhistochemische und immunfluoreszente Färbungen zur Detektion und Lokalisierung der 

Protamine im Testis, in Epididymis und an ausgestrichenen Spermien durchgeführt 

(Abb. 27-29). Entsprechend der Erwartung beschränkte sich der Nachweis der beiden 

Protamine im Testis auf elongierte Spermatiden und konnte daher auch nicht in Testisschnitten 

mit Spermatidenarrest auf Level der runden Spermatiden detektiert werden (Abb. 27). Zum 

Nachweis in der Epididymis standen ausschließlich Epididymisschnitte von Hodentumor-

Patienten zur Verfügung, die überwiegend azoosperm waren. Laut Moody et al. betrifft dies 

etwa ein Viertel aller Hodentumor-Patienten [229]. Daher gab es keine Vergleichsgruppe, 

sondern ausschließlich einige wenige Gewebeschnitte mit epididymalen Spermien im Lumen, 

wobei sowohl PRM1 als auch PRM2 eindeutig in den Spermien nachgewiesen werden konnte 

(Abb. 28). Spermatozoen aus Ejakulatproben von fertilen und subfertilen Männern waren 

ebenfalls positiv für PRM1 (Ergebnis nicht gezeigt) und PRM2, wobei Spermienköpfe von 
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subfertilen Männern vermehrt eine Kappenfärbung für PRM2 aufwiesen (Abb. 29). Diese 

Kappenfärbung könnte auf einen Verlust der strukturellen Integrität des Spermienkopfes 

hinweisen und durch eine Variabilität der Lokalisierung von PRM2 in humanen Spermien, wie 

bereits von Krejčí et al. 2015 gezeigt wurde, erklärt werden [230].  

 

Inwiefern sich die verminderte rel. Expression von PRM2 in Spermien von subfertilen Männern 

auf die Proteinebene überträgt, wurde quantitativ anhand von Immunoblot-Versuchen ermittelt 

(Abb. 30). Die Annahme eines geringeren PRM2-Gehaltes bei subfertilen Männern konnte 

darüber bestätigt werden, sodass im Umkehrschluss von einer erhöhten Protamin-Ratio auf 

mRNA- und Proteinlevel in subfertilen Patienten im Vergleich zur Ratio bei fertilen Spendern 

ausgegangen werden muss (Abb. 19, Abb. 20 und Abb. 30). Die Verbindung zwischen 

Abweichungen der Protamin-Ratio auf mRNA- und Proteinebene konnte bereits in früheren 

Studien an humanen testikulären Spermatiden und ejakulierten Spermatozoen nachgewiesen 

werden [159, 162, 164, 231]. Ebenso wurde eine Assoziation von Subfertilität und erhöhter 

Protamin-Ratio in weiteren Studien an humanen Spermien bestätigt [106, 121, 124, 162, 164, 

167]. 

 

Die Ergebnisse zeigen, dass eine veränderte Protamin-Ratio bei männlichen Mäusen nur bei 

einem vollständigen Verlust von Prm2 zu einer Beeinträchtigung der Fertilität führt, während 

bei Männern bereits eine verschobene Ratio infolge reduzierter PRM2-Level mit einer 

eingeschränkten Fertilität (Subfertilität) einhergeht. Welche Faktoren die Einschränkungen der 

Fertilität bei einer Prm2-Defizienz bedingen und welche Veränderungen aus dem teilweisen 

oder vollständigen Verlust von Prm2 resultieren, soll im Folgenden diskutiert werden. 

 

5.2 Abweichende Protamin-Ratio und ihre Rolle bei oxidativem Stress und 

DNA-Integrität in Spermien 

Der im Zuge der Spermatogenese stattfindende Histon-Protamin-Austausch, bei dem Histone 

größtenteils durch Protamine ersetzt werden, resultiert in einer Hyperkondensation des 

Chromatins [1, 16, 18, 70, 232]. Neben einer möglichst effizienten „Verpackung“ der DNA, soll 

durch diese Umstrukturierung auch die Integrität der DNA sichergestellt werden [1, 16, 18, 70, 

232]. Dementsprechend liegt die Vermutung nahe, dass bei Verlust eines der Protamine oder 

verschobenen Protamin-Verhältnissen Konsequenzen für die DNA-Integrität zu erwarten sind.  

 

Für die Prm2-Mäuse konnte im Zuge der Charakterisierung gezeigt werden, dass der Verlust 

eines Allels keine Auswirkungen auf die DNA-Integrität in epididymalen Spermien hatte, jedoch 

der Verlust beider Allele zu massiven DNA-Schäden führte [125]. Detektierbar waren neben 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Krej%C4%8D%C3%AD%2C+Jana
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der Degradierung von genomischer DNA aus Prm2-/--epididymalen Spermien auch 

morphologische Veränderungen und Membranschäden der Spermienköpfe [125]. Als Ursache 

für die DNA-Schäden standen drei Theorien zur Erklärung bereit: 1. Abortive Apoptose, wobei 

Endonukleasen DSBs herbeiführen [65, 124, 233–236]; 2. Fehlerhafte Prozessierung des 

Chromatins im Zuge der Spermatogenese, bei der Topoisomerasen DNA-Strangbrüche 

induzieren [124, 233–235]; 3. Oxidativer Stress, welcher durch erhöhte ROS-Level indirekt 

über Caspasen und Endonukleasen zu DNA-Strangbrüchen führen kann [124, 233, 234, 237–

239]. Aufgrund diverser Studien zu DNA-Schäden in humanen Spermien mit oxidativem Stress 

als Ursache und den gefunden Membranschäden bei epididymalen Spermien der  

Prm2-/--Tiere wurde die Theorie des oxidativen Stresses weiterverfolgt, da erhöhte ROS-Level 

ebenfalls zu Veränderungen der Lipid- und Proteinschichten der Spermienplasmamembran 

führen [125, 140, 240–243].  

 

Für den Nachweis von oxidativem Stress bot sich der Marker 8-OHdG an, welcher am 

häufigsten bei direkten Schädigungen der DNA zu finden ist [130, 241, 243, 244]. 

Dementsprechend wurden Versuche zur Detektion des oxidativen Stressmarkers 8-OHdG an 

Testis, Epididymis und ausgestrichenen epididymalen Spermien von Prm2-Mäusen 

durchgeführt (Abb. 31 und Abb. 32, [214]). Über immunhistochemische Färbungen gegen  

8-OHdG konnte gezeigt werden, dass die Prm2-Defizienz keinen oxidativen Stress in 

testikulären Spermien (elongierte Spermatiden Schritt 16) verursacht und der Stress im Zuge 

der Passage der Epididymis für Prm2-/--Spermien zunimmt (Abb. 31, [214]). Es macht daher 

den Anschein, dass es im Zuge der Reifung der Spermien in der Epididymis zu vermehrten  

DNA-Schädigungen kommt. Ergänzend zu den für 8-OHdG positiv gefärbten epididymalen 

Spermien der Ko-Tiere konnte über einen ELISA die Konzentration von 8-OHdG quantitativ 

bestimmt werden und war im Vergleich zur Konzentration in Wt- und Het-Spermien signifikant 

höher (Abb. 32). Zwar sind niedrige ROS-Level für Spermienreifung, Kapazitation und 

Akrosomreaktion erforderlich, jedoch konnten erhöhte Level von ROS bereits mehrfach mit 

männlicher Infertilität und DNA-Schäden in Verbindung gebracht werden und sind vermutlich 

auch bei infertilen Prm2-/--Mäusen, aufgrund der vorliegenden Ergebnisse für DNA-Schäden 

als Folge von oxidativem Stress verantwortlich [138, 214, 233, 242, 243].  

 

Inwieweit es sich bei den DNA-Schädigungen um DSBs handelt, wurde durch den 

immunhistochemischen Nachweis von γH2A.X, welches die phosphorylierte Variante von 

H2A.X darstellt, infolge von DSBs auftritt und auch mit oxidativem Stress in Verbindung 

gebracht werden konnte, gezeigt (Abb. 33 und Abb. 34, [136, 137, 245–248]). Für 

Testisschnitte konnte keine genotypspezifische Färbung erkannt werden, da γH2A.X 

unabhängig vom Genotyp in Spermatogonien, pachytänen Spermatozyten und elongierenden 
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Spermatiden nachgewiesen werden konnte (Abb. 33). Dass es in pachytänen Spermatozyten 

nur zur Färbung des Sex-Vesikels kam, wird von der Literatur bestätigt und durch eine 

spezifische Funktion von γH2A.X für die Geschlechtschromosomen erklärt, welche anhand 

der Fragmentierung und ausbleibender Paarung bei Testis von H2A.X-/--Mäusen entdeckt 

wurde [249–251]. Das Aufkommen von γH2A.X in primären Spermatozyten wird in der 

Literatur über die Relevanz dieser Modifikation für die Reparatur der in diesen Zelltypen 

auftretenden DSBs durch homologe Rekombination erklärt, wobei γH2A.X mit verschiedenen 

Kinasen zur Rekrutierung entsprechender Reparaturfaktoren beiträgt [250, 252]. Zudem 

werden auch die Färbungen von Spermatogonien und elongierenden Spermatiden im Testis 

von Mäusen durch vorausgegangene Studien bestätigt und über Chromatinumstrukturierung 

und -kondensation erklärt [253, 254]. Infolge der identischen gefärbten Zelltypen für γH2A.X 

in Testes von Prm2-Mäusen scheint der Verlust von Prm2 keinen Einfluss auf das Auftreten 

von γH2A.X während der Spermatogenese im Testis zu haben und lässt vermuten, dass keine 

weiteren DSBs durch einen Verlust von Prm2 aufkommen. Im Gegensatz dazu steht der 

immunhistochemische Nachweis von γH2A.X in Epididymides der Prm2-Mäuse, bei dem es 

zu eindeutigen Unterschieden zwischen den Genotypen kam. Epididymale Spermien von 

Wt-Tieren zeigten weder im Caput noch in der Cauda eine Färbung für γH2A.X, wobei die 

Spermien der Prm2-defizienten Tiere positiv für γH2A.X waren (Abb. 34). Es konnte zudem 

detektiert werden, dass der Verlust eines Allels zu weniger γH2A.X positiven Spermien führte 

als der vollständige Verlust von Prm2 (Abb. 34, mittlere und rechte Spalte).  

 

Basierend auf den Ergebnissen für 8-OHdG und γH2A.X lässt sich vermuten, dass der Verlust 

von Prm2 mit erhöhtem oxidativen Stress und der Entstehung von DNA-Schäden, wie 

Doppelstrangbrüchen (DSBs), in epididymalen Spermien während der Passage durch die 

Epididymis in Verbindung steht. Eine weiterführende Analyse der Prm2-Mäuse hinsichtlich 

oxidativen Stresses zeigte, dass bei Prm2-/--Mäusen eine downregulation der antioxidativen 

Proteine superoxide dismutase 1 (SOD1) und Peroxiredoxin 5 (PRDX5) auftritt, die beide eine 

zentrale Rolle in der antioxidativen Kapazität spielen [214, 255–258]. Diese Befunde 

unterstützen die Annahme, dass oxidativer Stress eine wesentliche Ursache für DNA-Schäden 

in epididymalen Spermien mit abweichender Protamin-Ratio darstellt [214].  

 

Die Assoziation von Spermien-DNA-Schäden und einer abweichenden Protamin-Ratio bei 

Männern war bereits in der Vergangenheit Teil der Forschung, wobei als eine mögliche 

Ursache für fragmentierte DNA oxidativer Stress angenommen wurde [124, 132, 235, 241, 

259]. Zur Überprüfung, inwiefern der oxidative Stressmarker 8-OHdG und DSB-Marker 

γH2A.X im Laufe der humanen Spermatogenese auftreten, wurden analog zu den murinen 

Proben auch an humanen Gewebeschnitten und Spermienausstrichen entsprechende 
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immunhistochemische und immunfluoreszente Färbungen durchgeführt (Abb. 35-38). Im 

Testis und in der Epididymis von Männern mit NSP konnte 8-OHdG ausschließlich in den 

elongierenden/elongierten Spermatiden und Spermatozoen nachgewiesen werden (Abb. 35, 

linke Spalte). Allerdings wurde bei genauerer Betrachtung eine Färbung des Zytoplasmas und 

nicht die erwartbare Kernfärbung festgestellt, welche vermutlich auf eine nicht ausreichende 

Dekondensation der Spermatiden/Spermien oder mangelhafte Antigendemaskierung 

zurückzuführen ist. Als Vergleichsmaterial zur NSP standen Testisschnitte von Männern mit 

Spermatidenarrest auf Level der runden Spermatiden zur Verfügung, welche ohne 

elongierende/elongierte Spermatiden keinerlei Färbung gegen 8-OHdG zeigten (Abb. 35 A, 

rechte Spalte). Da die Literatur keine vergleichbaren Färbungen aufwies, sondern auf 

Spermien außerhalb von Testis und Epididymis beschränkt war, geben diese Ergebnisse 

Hinweis darauf, dass auch testikuläre und epididymale Spermien von Männern mit NSP in 

gewissem Maße 8-OHdG aufweisen und somit oxidativem Stress unterliegen. Für zukünftige 

Versuche wäre der Nachweis von 8-OHdG in Gewebeschnitten mit von der Norm 

abweichender Spermatogenese und mit elongierenden/elongierten Spermatiden von 

Interesse und könnte weiteren Aufschluss über die Entwicklung von oxidativem Stress im 

Laufe der humanen Spermatogenese liefern. Ein entsprechender Vergleich des oxidativen 

Stressmarkers 8-OHdG in Spermien fertiler und subfertiler Männer wurde über Ejakulatproben 

und eine immunfluoreszente Markierung durchgeführt (Abb. 36). Hierbei wurden für fertile 

Spermien wenige bis keine und für subfertile Spermien vermehrt 8-OHdG positive Spermien 

ausgemacht, was die Ergebnisse diverser Studien stützt und für das Einhergehen von 

oxidativem Stress und verminderter Fertilität spricht (Abb. 36, [124, 241, 260–262]).  

 

Im Gegensatz zur beschränkten Färbung von 8-OHdG bei humanen Testisschnitten war der 

DSB-Marker γH2A.X in allen Zelltypen der humanen Spermatogenese präsent (Abb. 37 A). 

Als Besonderheit ist die Färbung für elongierte Spermatiden (Sc-Sd) zu erwähnen, welche sich 

nicht über den gesamten Zellkernbereich erstreckte, sondern nur an der basalen 

Spermienkopfseite nahe des Zellkerns auftrat und somit ein Nachweis für lokal begrenzte 

DSBs sein könnte (Abb. 37 A, NSP). Im Vergleich von Testisschnitten mit NSP und SDA gab 

es bis auf die fehlenden Zelltypen keine Unterschiede in der Färbung von γH2A.X, sodass 

keine Unterschiede in der Chromatinumstrukturierung und insbesondere dem Entstehen von 

DSBs zwischen SDA und NSP zu existieren scheinen. Epididymale Spermien im Bereich der 

Cauda blieben im Gegensatz zu den Spermien aus Ejakulatproben von fertilen und subfertilen 

Männern negativ für γH2A.X (Abb. 37 B und Abb. 38), was bei epididymalen Spermien auf 

fehlende DSBs im Zuge der Nebenhodenpassage hinweisen könnte oder eine unzureichende 

Behandlung der Proben für eine erfolgreiche Antikörperfärbung im Bereich des Mittelstücks 

vermuten lässt. Bei der immunfluoreszenten Markierung von γH2A.X an ausgestrichenen 



 Diskussion I Alexander Kruse 

 
 - 155 - 

 

fertilen Spermien konnte γH2A.X nicht im Zellkern, sondern ausschließlich im Mittelstück der 

Spermien detektiert werden (Abb. 38, obere Reihe). Diese Färbung wurde auch von Preece 

et al. gefunden, wobei die Rolle von γH2A.X im Mittelstück, welches durch die Anwesenheit 

von Mitochondrien geprägt wird, noch unklar ist und daher auch eine unspezifische Bindung 

des Antikörpers nicht auszuschließen ist [263]. Da diese Färbung bei subfertilen Spermien 

intensiver auftrat und auch γH2A.X-Foci im Nukleus detektiert werden konnten, besteht eine 

mögliche Verbindung zwischen diesem Färbungsprofil und Spermien-DNA-Schäden in Form 

von vermehrten DSBs durch oxidativen Stress (Abb. 38, untere Reihe, [137]). Insbesondere 

die ausbleibende γH2A.X Färbung in Zellkernen fertiler Spermien und die im Gegensatz dazu 

vermehrt auftretenden γH2A.X-Foci im Zellkernbereich subfertiler Spermien unterstützen die 

Theorie von verminderter Fertilität durch DNA-Schäden [245, 264]. Zudem konnten  

Zhang et al. signifikant höhere Level an γH2A.X in Spermien von infertilen Patienten feststellen 

und die positive Korrelation von γH2A.X und DSBs bestätigen [264].  

 

Die Gegenüberstellung der murinen und humanen Ergebnisse zu 8-OHdG und γH2A.X zeigt, 

dass eine massive Abweichung der Protamin-Ratio mit oxidativem Stress einhergeht, welcher 

wiederum in DNA-Schäden resultiert. Für Prm2-defiziente Mäuse konnte der Verlust der 

antioxidativen Kapazität als eine der Ursachen für die Entstehung von oxidativem Stress und 

letztlich DNA-Schäden ausgemacht werden [214]. Dieser betrifft allerdings nicht die 

testikulären Spermien, sodass die Infertilität von Prm2-defizienten Mäusen anhand von ICSI 

(Intrazytoplasmatische Spermieninjektion) mit testikulären Spermien überwunden werden 

kann [214]. Für Männer mit verminderter Fertilität konnte ebenfalls durch mehrere Studien ein 

Verlust der antioxidativen Kapazität, im Detail der Verlust der totalen antioxidativen Kapazität 

(TAC, total antioxidant capacity) in Seminalplasma, und somit eine möglich Ursache für 

oxidativen Stress nachgewiesen werden [265–268]. Die Vermutung, dass auch in humanen 

Spermien ein verringertes Prm2-Level zu einem Verlust der TAC führt, liegt nahe, muss aber 

noch in zukünftigen Studien bewiesen werden. 

 

5.3 Sekundäre Defekte in Spermien mit veränderter Protamin-Ratio 

Unter dem Begriff der sekundären Defekte werden die Beeinträchtigungen der 

Spermienmorphologie, -motilität, -vitalität und -membran, die in Folge einer Protamin-Defizienz 

auftreten, aber nicht unmittelbar über die molekulare Funktion der Protamine erklärt werden 

können, zusammengefasst [214]. Sowohl für murine als auch für humane Spermien konnten 

bereits einige sekundäre Defekte, bei abnormaler Protamin-Ratio, festgestellt werden [123, 

125, 161, 167, 214, 269]. Im Folgenden sollen die Ergebnisse zu bereits bekannten und neuen 
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sekundären Defekten für Prm2-Mäuse und humane Proben sowie eine weiterführende 

Analyse diskutiert werden.  

 

Zusammen mit den Ergebnissen von Schneider et al. wurden bei der Charakterisierung der 

Spermien von Prm2-Mäusen diverse sekundäre Defekte gefunden, welche ausschließlich die 

epididymalen Spermien der Prm2-/--Mäuse betrafen [125]. Denn hinsichtlich der Morphologie 

zeigte der Vergleich von testikulären Spermien (Schritt 16 Spermatiden) keine merklichen 

Unterschiede für Spermienkopflänge und -weite (Abb. 39, [214]). Dies unterstützt die 

Annahme, dass Folgen einer Prm2-Defizienz erst im Zuge der Passage der Epididymis 

auftreten [125, 214, 232]. Die Morphologie der epididymalen Spermienköpfe von Wt- und  

Het-Mäusen zeichnete sich durch die charakteristische Sichelform des Kopfes mit klarer 

Abgrenzung des Akrosoms aus, wohingegen die Spermienköpfe der Ko-Tiere weder die 

charakteristische Sichelform noch eine deutliche Abgrenzung zwischen Akrosom und Zellkern 

aufwiesen (Abb. 40 und 3h aus [125]). Des Weiteren fiel bei den epididymalen Spermien der 

Ko-Tiere auf, dass die Zellkernfärbung mit Hoechst im Vergleich zu den Spermien der Wt- und 

Het-Tiere deutlich schwächer war und dadurch die Theorie von DNA-Schäden bei  

Prm2-Defizienz weiter bestätigt werden konnte (Abb. 40 A). Denn als Folge der beschriebenen  

DNA-Fragmentierung in Prm2-defizienten Spermien kann Hoechst schlechter an die DNA 

binden, was in der beobachteten schwächeren Zellkernfärbung resultiert. Des Weiteren waren 

die Spermienköpfe der Ko-Tiere signifikant kleiner im Vergleich zu Spermien der Wt- und  

Het-Tiere (Abb. 40, [214]). Die verringerte Größe ist vermutlich auf die defekte Kondensation 

und DNA-Fragmentierung zurückzuführen, durch die eine Verringerung der Zellkerngröße 

stattfindet [214].  

 

Abseits der Morphologie wurde auch die Motilität der Spermien beurteilt, wobei sich eine 

vollständige Immotilität für Spermien der Prm2-/--Mäuse nachweisen ließ [125]. Hierfür wurden 

zum einen direkte Motilitätsanalysen über mikroskopische Aufnahmen zusammen mit 

entsprechendem CASA-Programm (computer assisted sperm analysis) und indirekte 

Motilitätsbestimmungen über den für die Spermienmotilität unabdingbaren Austausch von 

Calciumionen (Ca2+) durchgeführt [34, 125, 174, 175, 270–273]. Es konnte gezeigt werden, 

dass es für Prm2-defiziente epididymale Spermien im Gegensatz zu Spermien von Wt und Het 

auch nach verschiedenen Stimuli zu keinem für die Bewegung notwendigen Ca2+-Influx kam 

[125]. Da Catsper1 als Untereinheit eines Ionenkanals für Ca2+ an der Motilität von Spermien 

maßgeblich beteiligt ist, lag die Vermutung nahe, dass die Funktion von Catsper1 bei 

Prm2-defizienten Spermien nur eingeschränkt vorhanden ist [34, 175, 271–273]. Über eine 

Analyse der rel. Expression von CatSper1 konnte ein signifikant geringeres Level in  

Prm2-defizienten Spermien festgestellt und die Vermutung bestätigt werden (Abb. 42 A). 
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Vorherige Studien an Mäusen konnten ebenfalls aufzeigen, dass ein inaktiver  

CatSper-Ionenkanal bei männlichen Mäusen zu immotilen Spermien und Infertilität führt 

[34, 174, 175, 274, 275]. Der Verlust des in der Spermienmembran lokalisierten CatSper1 lässt 

sich durch die massiven Membranschäden und der damit einhergehenden verringerten 

Vitalität der Prm2-defizienten Spermien erklären [34, 175, 274]. Somit stellt die Immotilität der 

Spermien ein weiteren Faktor für die Infertilität der Ko-Tieren dar. 

 

Spermienmorphologie, -motilität und -vitalität gelten als essentielle Bestandteile der 

Charakterisierung humaner Ejakulatproben im Zuge eines Spermiogramms, da diese stark mit 

dem Fertilitätspotential des Mannes verknüpft sind [276–279]. Da Spermien von subfertilen 

Männern eine abweichende Protamin-Ratio aufwiesen und im Zuge von oxidativem Stress 

auch DNA-Schäden zeigten, sollte sich ein Großteil der morphologischen Veränderungen, 

analog zu den Ergebnissen für Prm2-Mäuse, auf den Spermienkopf beschränken. Die 

Morphologie betreffend wiesen die Spermien in Ejakulatproben subfertiler Männer einen 

größeren Anteil an mikrozephalen Spermien auf als die Ejakulate von fertilen Männern, sodass 

die Analyse von Spermienkopffläche und -umfang signifikant kleinere Werte für subfertile 

Spermien erbrachte (Abb. 41 B und C). Zudem zeigten die kleineren Köpfe auch eine deutlich 

schwächere Zellkernfärbung mit Hoechst, was den Verlust der DNA-Integrität bestätigte 

(Abb. 41 A). Die Schädigungen der humanen Spermien-DNA konnten auch in umfassenden 

Studien zur Nekrozoospermie mit einer verringerten Spermienvitalität in Zusammenhang 

gebracht werden [280, 281]. Demzufolge scheinen die Ergebnisse für Spermien subfertiler 

Männer und Spermien der Prm2-/--Mäuse vergleichbar zu sein. Dies spricht für eine fehlerhafte 

Kondensation des Chromatins und DNA-Schädigungen, welche zu einer verringerten 

Kopfgröße und humanen Sub-/Infertilität führen [277, 282].  

 

Diverse Studien konnten eine verringerte Spermienkopfgröße mit den genannten Faktoren in 

Verbindung bringen und berichten zudem von Membranschäden bei humanen Protamin-

defizienten Spermien [282–286]. Inwiefern diese Defekte die Motilität der Spermien 

beeinflussen, wurde durch die Beurteilung der Ejakulate im Zuge des Spermiogramms 

ermittelt. Bei subfertilen Männern wiesen ca. 76% eine alleinige oder mit anderen Störungen 

kombinierte Asthenozoospermie auf (Tabelle A1). Die Vermutung, dass diese 

Einschränkungen der Motilität ebenfalls durch einen gestörten Ca2+-Influx begründet sind, 

wurde über die Bestimmung der rel. Expression von CATSPER1 analysiert und bestätigt. 

Subfertile Spermien zeigten signifikant geringere Werte, sodass der für die Motilität 

notwendige Ca2+-Influx vermutlich nur bei einem kleinen Anteil der Spermien stattfinden konnte 

(Abb. 42 B). Die Studienlage zu CATSPER und männlicher Infertilität legt nahe, dass 

Einschränkungen von CATSPER mit Motilitätsverlust und Infertilität einhergehen und stützt 
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damit die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse [287, 288]. Eine Studie von Young et al. 

konnte bei infertilen Männern sogar eine CATSPER-Defizienz detektieren, was in einer 

verringerten rel. Expression resultiert und CATSPER zu einem möglichen Kandidat für eine 

frühzeitige Diagnose der männlichen Infertilität macht [289]. 

 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sowohl bei Mäusen als auch bei Männern 

Abweichungen der speziesspezifischen Protamin-Ratio mit einer Vielzahl an sekundären 

Spermiendefekten einhergehen, welche sich auf Spermienmorphologie, -motilität, -vitalität  

und -membran auswirken. Insbesondere fielen die mikrozephalen Spermienköpfe,  

DNA-Schäden und eine durch den Verlust von CatSper1 bedingter Rückgang der Motilität bis 

hin zur Immotilität auf. 

 

5.4 Charakterisierung der Verhältnisse von H3 und H4 in männlichen Keimzellen von 

Maus und Mensch 

Histone sind sowohl für somatische Zellen als auch für die Chromatinumstrukturierung bei der 

Entwicklung männlicher Keimzellen unerlässlich [59, 64, 70, 232, 290]. Die Bedeutung der 

Kernhistone H3 und H4 in der murinen und humanen Spermatogenese sowie die 

Auswirkungen einer abweichenden Protamin-Ratio wurden in dieser Arbeit durch die Analyse 

von Testisschnitten und epididymalen Spermien Prm2-defizienter Mäuse sowie Spermien 

fertiler und subfertiler Männer aus Ejakulaten untersucht. 

 

Histon H3 konnte bei Prm2-Mäusen sowohl im Testis als auch in epididymalen Spermien im 

Zellkernareal für jeden Genotyp nachgewiesen werden (Abb. 45). Der hierfür verwendete 

Antikörper unterschied nicht zwischen den Varianten von H3, wodurch im Testis der Wechsel 

der kanonischen Variante hin zu testisspezifischen Varianten wie H3t nicht nachvollzogen 

werden konnte und nahezu alle Zelltypen positiv für H3 waren (Abb. 45 A-D, [64, 291]). Die 

ausbleibende Färbung der elongierten Spermatiden kann über eine Limitierung der Methode, 

aufgrund einer mangelhaften Dekondensation oder unzureichenden Antigendemaskierung der 

fixierten Spermatiden und einer damit einhergehenden Unzugänglichkeit des Antikörpers zum 

gewünschten Epitop, oder aber auch über die Verdrängung von H3 im Zuge der 

Spermiogenese unterhalb der Nachweisgrenze erklärt werden [291–293]. Dass eine 

vollständige Verdrängung von H3 unwahrscheinlich ist, wird durch diverse Publikationen, die 

den Verbleib von zumindest einigen Varianten von H3 in elongierten Spermatiden belegen 

konnten, bestärkt [60, 291, 294]. In epididymalen Spermien der Prm2-Mäuse steht die Präsenz 

von H3 für alle Genotypen außer Frage, da sich eine eindeutige Markierung im Zellkern 

feststellen ließ, welche den Verbleib von Histonen nach dem Histon-Protamin-Austausch 
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bestätigt (Abb. 45 E-J, [64, 66, 294–296]). Interessanterweise konnte in dieser Arbeit und von 

Schneider et al. anhand von Western Blot gezeigt werden, dass deutliche Unterschiede in der 

Präsenz von H3 in epididymalen Spermien zwischen den Genotypen vorlagen, wobei die  

H3-Level im Testis vergleichbar waren (Abb. 80 A und B, [125]). In beiden Analysen zeigten 

die Spermien heterozygoter Tiere erhöhte H3-Level im Vergleich zu Wt- und Ko-Tieren. 

Allerdings wurden in der vorliegenden Arbeit vergleichbare H3-Level zwischen Wt- und 

Ko-Spermien festgestellt, was von den Ergebnissen von Schneider et al. abweicht und den 

kompletten Verlust von Histonen in Prm2-defizienten Spermien in Frage stellt (Abb. 80 A 

und B, [125]). Ein möglicher Kompensationseffekt für den Protamin-2-Mangel könnte das 

erhöhte H3-Level in heterozygoten Tieren erklären, während die gleichbleibenden H3-Level in 

Ko-Tieren nicht durch diese Hypothese erfasst werden. Es konnte die Anwesenheit von H3 in 

Prm2-/--Spermien nicht nur über Western Blot, sondern auch über die zuvor beschriebene 

IHC/IF und die noch zu diskutierenden massenspektrometrischen Analysen bestätigt werden, 

sodass der von Schneider et al. berichtete Verlust von H3 als fraglich anzusehen ist. 

Dementsprechend ist davon auszugehen, dass auch bei einem vollständigen Verlust von Prm2 

Anteile von H3 im Zellkernbereich vorhanden bleiben.  

 

Neben H3 wurde auch H4 im Hinblick auf mögliche Abweichungen aufgrund einer  

Prm2-Defizienz untersucht. Für Zelltypen der murinen Spermiogenese konnte H4 im Testis 

ausschließlich in elongierenden Spermatiden (Schritt 9-12) nachgewiesen werden  

(Abb. 58 A-D). Dies deutet in Anlehnung an die H3-Ergebnisse und positive Nachweise aus 

anderen Studien darauf hin, dass die fehlende Färbung in elongierten Spermatiden eher auf 

eine unzureichende Dekondensation oder ungenügende Antigendemaskierung als auf eine 

tatsächliche Abwesenheit von H4 zurückzuführen ist (Abb. 58 A-D, [60, 297, 298]). Die nicht 

vorhandene H4-Färbung für Zelltypen vor dem Histon-Protamin Austausch wie pachytäne 

Spermatozyten und runde Spermatiden ist unerwartet und wahrscheinlich auf eine 

unzureichende Probenvorbereitung, fehlerhafte Fixierung oder mangelnde Zugänglichkeit der 

Epitope zurückzuführen. Die von Ryu et al. durchgeführte H4-Färbung an Wildtyp-Mäusen 

eines ICR-Mäusestamms zeigt deutlich mehr positive Zelltypen und gilt somit im Hinblick auf 

die Erkenntnisse zur Präsenz von Histonen in der murinen Spermatogenese als die plausiblere 

Variante der H4-Färbung [299]. Eine fehlende Färbung von H4 in pachytänen Spermatozyten 

steht im Einklang mit den Färbungen der posttranslationalen Modifikationen (PTMs) von H4, 

da keine der H4-PTMs in diesem Stadium eine Färbung zeigte (Abb. 59-64). Eine tatsächliche 

Abwesenheit von H4 in pachytänen Spermatozyten erscheint jedoch unwahrscheinlich, da 

dieser Zelltyp als Teil der Prophase I noch vor dem Einsetzen des Histon-Protamin-

Austauschs auftritt und somit reich an Histonen ist [300]. Daher ist hier von einer methodischen 

Limitierung auszugehen. Für runde Spermatiden legt die positive Färbung gegen H4K5ac 
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nahe, dass auch H4 nachweisbar sein müsste (Abbildung 59 A-D). Immunhistochemische 

Untersuchungen von Goudarzi et al. bestätigten die Präsenz von H4K5ac und H4K8ac in 

runden Spermatiden (Abb. 3A, Tubuli am Rand), während Zhang et al. H4 in diesen Zellen 

durch Immunfluoreszenz nachwiesen. Allerdings wurde in beiden Studien mit Maus-

Antikörpern gearbeitet und mouse-on-mouse-Färbungen zu Spezifitätsproblemen führen 

können, weshalb die Befunde mit Vorsicht zu bewerten sind [297, 301]. Die fehlenden H3- und 

H4-Färbungen in Testes von Prm2-Mäusen für Zelltypen vor den elongierten Spermatiden sind 

somit auf methodische Ursachen zurückzuführen. Diese haben jedoch keinen Einfluss auf die 

protaminspezifischen Ergebnisse, da sich die Färbungen für alle relevanten protaminhaltigen 

Zelltypen als plausibel und gültig erwiesen haben. 

 

Ebenso eindeutig wie H3 wurde H4 im Nukleus epididymaler Spermien für alle drei Genotypen 

nachgewiesen (Abb. 58 E-J). Eine semi-quantitative Analyse anhand von Western Blot zeigte 

ein signifikant erhöhtes H4-Level für Prm2-defiziente Spermien und vergleichbare Level für 

Spermien von Wt- und Het-Tieren, sodass hierbei durch den kompletten Verlust von Prm2 ein 

Kompensationseffekt aufgetreten sein könnte oder eine ausreichende Verdrängung der 

Histone im Zuge des Histon-Protamin-Austausches nicht stattgefunden hat. Dieser 

unvollständige Austausch mit erhöhter Retention von H4 führt zu weniger kondensiertem und 

fragilerem Chromatin, wodurch die Spermien-DNA anfälliger für Fragmentierungen wird, was 

die beschriebenen DNA-Schäden begünstigt [302, 303]. Zudem ließ sich beim Vergleich der 

H3:H4 Ratio in epididymalen Spermien feststellen, dass H3 einen größeren Anteil als H4 

ausmachte, was u.a. mit bereits publizierten Ergebnissen einhergeht und sich konträr zu den 

humanen Verhältnissen darstellt (Abb. 80 und Abb. 82, [60, 72, 85, 292]).  

 

Mit Blick auf die humane Situation konnte H3 und H4 in testikulären Zellen sowie Spermien 

fertiler und subfertiler Männer nachgewiesen werden. In humanen Testisschnitten verhielt sich 

der Nachweis von H3 und H4 analog zum murinen Muster, da auch hier für H3, bis auf 

elongierte Spermatiden, alle Zelltypen positiv waren (Fig. 7, [304]) und Färbungen gegen H4 

und H4ac (Fig.1, [305] und Fig. 2, [77]) auf ein identisches Färbeprofil für H4 in muriner und 

humaner Spermatogenese hinwiesen. Durch immunfluoreszente Färbungen von Histon H3 

(Abb. 66) sowie den semi-quantitativen Nachweis mittels Western Blot (Abb. 82 A und B) 

konnten keine signifikanten Unterschiede in den H3-Leveln zwischen Spermien fertiler und 

subfertiler Männer festgestellt werden. Diese Ergebnisse legen nahe, dass H3 in humanen 

Spermien nicht durch oxidativen Stress, morphologische Anomalien oder eine veränderte 

Protamin-Ratio beeinträchtigt wird. Für Histon H4 konnten ebenfalls keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den Gruppen nachgewiesen werden. Die Western Blot-Analyse zeigte 

für die humane H3:H4 Ratio im Vergleich zur murinen Histon-Ratio eine klare Verschiebung 
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zugunsten von H4, was in verschiedenen Studien ebenfalls nachgewiesen werden konnte 

(Abb. 82, [60, 72, 77]).  

 

Es scheint zwischen Spermien von Maus und Mensch nicht nur einen unterschiedlichen Anteil 

an verbleibenden Histonen zu geben, sondern auch unterschiedliche Verhältnisse von H3 zu 

H4, wobei diese für die jeweilige Gruppe/Genotyp konstant waren. Zudem führte der Verlust 

von Prm2 bei murinen Spermien zu einer Verschiebung des H3:H4-Verhältnisses, welche 

vermutlich auf eine Art Kompensationseffekt und eine gestörte Verdrängung der Histone im 

Zuge des Histon-Protamin-Austausches zurückzuführen ist [125]. 

 

Als Limitierung der Ergebnisse bezüglich der Kernhistone H3 und H4 sowie der im Anschluss 

diskutierten Histon-PTMs ist zu beachten, dass neben den Zentrifugations- und 

Waschschritten (Waschen durch Zentrifugation, WZ) keine weitere Aufreinigung der 

Spermienproben durchgeführt wurde. Folglich kann eine Kontamination mit Rundzellen oder 

zellfreiem Chromatin nicht vollständig ausgeschlossen werden. Die Auswahl der WZ-Methode 

erfolgte insbesondere aufgrund der begrenzten Anzahl an murinen Spermien, da diese 

Methode im Vergleich zu anderen Reinigungsverfahren die höchste Spermien-

rückgewinnungsrate bietet, was sie am besten für Proben mit niedrigen Spermienzahlen 

geeignet macht [306, 307]. Zudem wurde bei murinen Proben besonders darauf geachtet, 

Spermien aus der Cauda der Epididymis zu entnehmen, da dieser Teil die geringste 

Kontamination mit zellfreiem Chromatin aufweist [187]. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde 

für die humanen Ejakulate eine analoge Aufreinigungsmethode durchgeführt. Diese 

Konsistenz in der Probenvorbereitung ermöglicht zuverlässigere Vergleiche zwischen 

menschlichen und murinen Spermienanalysen und erhöht die Gültigkeit der Ergebnisse über 

verschiedene Spezies hinweg. Durch die Standardisierung der Behandlung der 

Spermienproben können potenzielle Variationen aufgrund von Bearbeitungsunterschieden 

minimiert werden, was genauere Bewertungen der Spermienqualität und -funktionalität 

erleichtert. Die Färbung der Spermien (Zellkernfärbung) und die Beurteilung auf Kontamination 

mit zellfreiem Chromatin und Rundzellen, die vor der Extraktion durchgeführt wurden, führten 

zur Auswahl der reinsten Proben für die Histonextraktion, wie unter Materialien und Methoden 

beschrieben. Da für quantitative Analysen ausschließlich Proben mit einem sehr geringen 

Anteil an Rundzellen und zellfreiem Chromatin sowie einer vergleichsweise hohen 

Spermienanzahl verwendet wurden, kann eine Kontamination durch diese Faktoren als 

vernachlässigbar angesehen werden 
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5.5 Posttranslationale Histonmodifikationen und Protamin-Ratio: Auswirkungen auf die 

Spermatogenese bei Maus und Mensch 

Im Zuge der Spermatogenese findet in männlichen Keimzellen eine drastische 

Umstrukturierung des Chromatins statt, bei der für die Hyperkondensation des Chromatins ein 

Großteil der Histone durch Protamine ersetzt wird [64, 67, 70, 84, 109, 232, 290]. Entgegen 

früherer Annahmen konnte gezeigt werden, dass dieser Histon-Protamin-Austausch noch 

nicht vollständig abgeschlossen ist, wenn die Spermien den Hoden verlassen, sondern sich 

während des Transports durch den Nebenhoden fortsetzt [292]. Sowohl der Histon-Protamin-

Austausch als auch andere zentrale Prozesse der Spermatogenese sind von Histon-PTMs 

abhängig, die eine zentrale Rolle in der epigenetischen Regulierung spielen [59, 60, 77, 295]. 

Zudem kann davon ausgegangen werden, dass PTMs in Spermatozoen, nach der Befruchtung 

der Eizelle, auch für die frühe embryonale Entwicklung von Bedeutung sind [70, 308–313]. 

Denn einige der Histon-PTMs sind häufig in der Nähe der Transkriptionsstartstellen von 

Entwicklungsgenen angereichert, was darauf hindeutet, dass sie die embryonale Entwicklung 

beeinflussen könnten [308, 309, 314]. Veränderungen in den Histon-PTM-Profilen könnten 

folglich transgenerationale Effekte hervorrufen, die zu gestörter Genregulation und einem 

erhöhten Krankheitsrisiko führen [315]. Zudem wurden bestimmte PTMs mit dem 

Befruchtungsprozess assoziiert, was darauf schließen lässt, dass Veränderungen der PTMs 

in Spermien die Fertilität erheblich beeinträchtigen können [316]. Obwohl PTMs eine wichtige 

Rolle spielen, befindet sich ihre Untersuchung in der murinen und humanen Spermatogenese 

noch in den Anfängen. Einige PTMs wurden detailliert analysiert, viele jedoch nur selten oder 

ohne spezifischen Bezug zur Spermatogenese (Tabelle 4). Eine erste umfangreiche Analyse 

mittels MS an murinen und humanen Zelltypen der jeweiligen Spermatogenese, durchgeführt 

von Luense et al., konnte die normalen Level verschiedener Histon-PTMs ermitteln [60]. Des 

Weiteren konnten interspezifische Übereinstimmungen der PTMs von H3 und H4 zwischen 

Maus und Mensch festgestellt werden, sodass sich die PTMs dieser beiden Histone besonders 

gut für vergleichende Untersuchungen zwischen Mäusen und Männern mit unterschiedlicher 

Protamin-Ratio und verminderter Fertilität eigneten [60].  

 

In dieser Arbeit wurden die PTMs in der murinen Spermatogenese von Prm2-Mäusen (Testis 

und epididymale Spermien) sowie in den Spermien fertiler und subfertiler Männer  

mittels immunhistochemischer und -fluoreszenzbasierter Färbungen, Western Blot und MS 

untersucht. Die MS wurde in Kooperation mit der Proteinanalytik der LMU München 

durchgeführt. Aufgrund von fehlendem Vergleichsmaterial zur humanen NSP wurde auf 

Analysen der PTMs an humanen Testisschnitten verzichtet und nur für die Prm2-Mäuse die 

Expression der jeweiligen PTM im Testis bestimmt. 
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Tabelle 4: Überblick zum Forschungsinteresse verschiedener Histon-PTMs.  

 
*Tabelle anhand der Suchergebnisse auf https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov am 15.08.2024 erstellt. 
Die Suchbegriffe sind in Anführungszeichen angegeben. 

 

Histon-PTM 

PubMed Ergebnisse 

„PTM“ „PTM sperm“ 
„PTM human 

sperm“ 

„PTM mouse 

 sperm“ 

H3K4me3 3961 106 36 72 

H3K4ac 43 1 1 0 

H3K9ac 1097 30 14 13 

H3K9me1 206 8 3 5 

H3K9me2 1337 38 11 22 

H3S10ph 77 4 0 0 

H3.3S31ph 6 0 0 0 

H3K27me1 101 1 0 0 

H3K27me3 5378 96 38 54 

H3K27ac 2149 18 4 12 

H3K36me1 30 0 0 0 

H3K36me2 339 4 2 2 

H3K36me3 893 23 16 13 

H3K36ac 16 1 0 1 

H3K79me1 24 2 2 1 

H3K79me2 191 8 2 6 

H3K79me3 62 2 2 2 

H3K79ac 1 0 0 0 

H4K5ac 114 9 5 5 

H4K8ac 87 15 6 5 

H4K12ac 98 14 6 9 

H4K16ac 300 14 9 8 

H4K5me 3 0 0 0 

H4K8/12/16me 0 0 0 0 

H4K20me1 198 4 0 3 

H4K20me2 106 2 1 1 

H4K20me3 269 11 3 6 

H4K20ac 7 0 0 0 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
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Histon H3 Lysin 4 kann durch Acetylierung (H3K4ac) und Methylierung (H3K4me1-3) 

modifiziert werden und gilt als aktivierende Markierung, die aktiv transkribierte Genregionen 

im Chromatin besetzt [92, 317, 318]. Sowohl die Acetylierung, als auch die Methylierung von 

H3K4 konnten bereits in diversen Publikationen mit verschiedenen Krebserkrankungen 

assoziiert werden, wobei der Fokus oftmals auf der trimethylierten Modifikation (H3K4me3) 

lag, welcher eine essentielle Rolle für die Regulation einer Vielzahl von Genen zugeschrieben 

wird [318–321]. Insbesondere wird H3K4me3 im Zuge des bivalenten Chromatins erwähnt und 

ist dort im Zusammenspiel mit reprimierenden PTMs wie H3K27me3 maßgeblich an der 

Genregulation beteiligt [322–325]. In Bezug auf die Spermatogenese bei Maus und Mensch 

zeigt die einzige Studie von La Spina et al., die die Acetylierung von H3K4 in menschlichen 

Spermien untersucht, dass diese Modifikation in normalen und abnormalen Spermien nicht 

nachweisbar ist [326]. Daher wurde in dieser Arbeit auf die Analyse dieser PTM verzichtet. Im 

Gegensatz dazu, steht die für Spermien von Mäusen und Männern schon mehrfach 

thematisierte H3K4me3-Modifikation, welche in einigen Zelltypen der Spermatogenese 

detektiert werden konnte und Bestandteil des paternalen epigenetischen Erbes ist 

[104, 314, 327, 328].  

 

Die Präsenz von H3K4me3 in diversen Zelltypen der murinen (Abb. 46 A-D) und humanen 

Spermatogenese (Abb. 65, obere Reihe) konnte auch in dieser Arbeit bestätigt werden. Bei 

den Prm2-Mäusen zeigten, abseits von erwartbarer transkriptioneller Aktivität in 

Spermatogonien und primären Spermatozyten der frühen Prophase, auch elongierende 

Spermatiden eine für H3K4me3 positive Färbung und damit einen Hinweis auf transkriptionelle 

Aktivität (Abb. 46 D). Die ebenfalls positiven Residualkörper (RK) in Stadium VIII enthalten zu 

diesem Zeitpunkt der Spermatogenese unerwünschte zelluläre Bestandteile [329]. Da die RK 

nicht nur H3K4me3, sondern auch H3K79me3 (Abb. 57 A-D) aufwiesen und beide PTMs mit 

aktiver Transkription assoziiert sind, ist ihr Vorkommen in den RKs nicht überraschend. Denn 

im Zuge des Transkriptionsstopps während der Kondensation des Chromatins werden diese 

aktivierenden Markierungen von den Spermatiden nicht mehr benötigt und in Form von RKs 

abgeschnürt [329]. In einer Studie von Nair et al. wurde der Transkriptionsregulator  

Pygopus homolog 2 (PYGO2), der mit seiner C-terminalen PHD-Finger-Domäne  

(Plant Homeodomain) H3K4me3 erkennen kann, spezifisch in den Zellkernen elongierender 

Spermatiden nachgewiesen [55, 330]. Da die Reduktion von Pygo2 in Mäusen die Expression 

der Transitionsproteine und Protamine beeinträchtigte, eine abnormale Chromatin-

Kondensation verursachte und letztlich zu männlicher Infertilität führte, rückt H3K4me3 als 

Bindestelle für PYGO2 und damit als wichtige PTM für eine korrekte Spermatogenese in den 

Fokus [330]. H3K4me3 ist im Laufe der Spermatogenese zudem an der Verdrängung von 

Histonen im Rahmen des Histon-Protamin-Austausches und der transkriptionellen 
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Regulierung von Entwicklungsgenen beteiligt [55]. Jedoch scheint der Verlust von Prm2 keinen 

Einfluss auf die Expression von H3K4me3 in elongierenden Spermatiden zu haben, da die 

verschiedenen Genotypen nahezu identische Expressionsmuster zeigten (Abb. 46 A-D). Für 

Untersuchungen der Trimethylierung von H3K4 im weiteren Verlauf der Spermatogenese 

konnten entsprechende Analysen, wie immunfluoreszente Färbungen und Western Blot mit 

epididymalen Spermien, ebenfalls keine Unterschiede zwischen den Prm2-Genotypen 

erkennen lassen (Abb. 46 E-J und Abb. 81 A und B). Unglücklicherweise konnte über die 

Methodik der Massenspektrometrie keine angemessene Analyse stattfinden, da H3K4me3 in 

murinen Keimzellen nur eine geringe Abundanz und kurzen Verbleib aufweist [314, 331, 332]. 

Jedoch konnte die Gegenwart von H3K4me3 in murinen epididymalen Spermien über die 

zuvor genannten Methoden nachgewiesen, als auch in mehreren Publikationen dokumentiert 

werden [60, 328, 333]. Dies unterstützt die Theorie des Verbleibes bestimmter PTMs auch 

nach dem Histon-Protamin-Austausch und deren Bedeutung für den weiteren Verlauf der 

Spermatogenese [104].  

 

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Prm2-Mäuse für H3K4me3, stehen die Erkenntnisse 

für Zellen der humanen Spermatogenese, da sich hierbei signifikante Unterschiede beim 

Vergleich von fertilen und subfertilen Spermien ausmachen ließen. Zunächst konnte an 

humanen Testisschnitten mit NSP oder SDA H3K4me3 immunhistochemisch in 

Spermatogonien und runden Spermatiden (Sa) nachgewiesen werden (Abb. 65, obere Reihe). 

Vergleichbar zu den murinen Testis-Färbungen waren bei NSP auch humane elongierte 

Spermatiden (Sb) positiv für H3K4me3, wobei elongierte Spermatiden keine Färbung zeigte 

(Abb. 65, obere Reihe). Die positive Färbung von H3K4me3 deutet, wie auch bei den murinen 

Proben, auf die aktivierte Transkription bestimmter Gene hin, die für die Spermatogenese an 

sich, die Differenzierung der Zelltypen oder die Chromatinumstrukturierung verantwortlich sind 

[326, 328, 334]. Für humane Spermien beschränkten sich die Untersuchungen auf 

Immunfluoreszenz und Western Blot, da eine massenspektrometrische Analyse aus den zuvor 

genannten Gründen nicht vollzogen werden konnte. Für H3K4me3 positive Spermien 

überwiegten bei der Gruppe der fertilen Spermien (Abb. 67), sodass die Quantifizierung mittels 

Western Blot einen erwartbaren signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen 

erbrachte (Abb. 83 A und B). Diese Reduktion könnte einen Einfluss auf die epigenetische 

Regulation wichtiger Entwicklungsgene haben, da H3K4me3 mit CpG-reichen Promotoren 

solcher Gene assoziiert ist [85, 335]. Derartige verringerte Level von H3K4me3 wurden auch 

in anderen Studien mit Spermien sub-/infertiler Männer gefunden [336, 337]. Dass diese 

Veränderungen vermutlich nicht durch eine veränderte Protamin-Ratio bedingt sind, zeigen 

die konträren Resultate des Prm2-Mausmodells, ohne jedoch die bedeutende Rolle von 

H3K4me3 für die Spermatogenese und die männliche Fertilität in Frage zu stellen [336, 337].  
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Histon H3 Lysin 9 kann wie H3K4 posttranslational acetyliert (H3K9ac) oder methyliert 

(H3K9me1-3) werden [93, 322, 338, 339]. Die Methylierungen von H3K9 gelten als 

reprimierender Faktor und sind mit Heterochromatin assoziiert, wohingegen H3K9ac mit 

aktiven Promotern korreliert werden konnte und daher zu den aktivierenden Markierungen 

zählt [84, 339–342]. Beide Formen der posttranslationalen Modifikation von H3K9 konnten mit 

mehreren Krankheiten, wie Krebs, Diabetes oder auch Alzheimer in Verbindung gebracht 

werden und waren dort Teil einer fehlerhaften Genregulation. Zudem sind die PTMs bei 

Prozessen wie Mitose (H3K9ac) oder DNA-Reparatur (H3K9me2/3) zu detektieren 

[93, 343–347]. Mit Blick auf die Spermatogenese konnten H3K9ac und H3K9me1-3 bereits in 

mehreren murinen und humanen Zelltypen ermittelt werden, wobei insbesondere H3K9ac und 

H3K9me2 im Verlauf der Spermatogenese durch verschiedene Level herausstachen 

[60, 230, 348–350].  

 

Inwiefern eine abweichende Protamin-Ratio die Level der PTMs von H3K9 in Spermien und 

Zelltypen der Spermatogenese von Maus und Mann beeinflusst, wurde in dieser Arbeit über 

immunhistochemische/-fluoreszente Färbungen, Western Blot und eine massenspektro-

metrische Analyse charakterisiert. Dabei konnte die Acetylierung von H3K9 für Prm2-Mäuse 

unabhängig vom Genotyp bis hin zu elongierten Spermatiden in diversen Zelltypen 

nachgewiesen werden (Abb. 47 A-D). Die Literatur bestätigt die positive Markierung von 

H3K9ac in Spermatogonien sowie in leptotänen-zygotänen Spermatozyten und verwies auf 

den detektierten Rückgang von H3K9ac in pachytänen Spermatozyten (Abb. 47 A-D, [59]). 

Weitere Studien an Männern und der chinesischen Wollhandkrabbe (Eriocheir sinensis) 

zeigten, dass die in diesen Zelltypen noch relativ hohe transkriptionelle Aktivität und 

Chromatinumstrukturierung unter anderem durch H3K9ac unterstützt bzw. begünstigt wird 

[349, 351]. Eine positive Markierung in epididymalen Spermien blieb aus (Abb. 47 E-J). Die 

massenspektrometrische Analyse der epididymalen Spermien ergab zudem keine 

signifikanten Unterschiede für die Anteile von H3K9ac K14unmod zwischen den Genotypen 

(Abb. 43 A), weshalb auf einen Western Blot verzichtet wurde. Diese Abwesenheit von H3K9ac 

in murinen Spermien steht anderen Studien kontrovers gegenüber, wodurch der vermeintliche 

Verlust dieser aktivierenden PTM in Frage zu stellen ist und wahrscheinlich auf eine 

Limitierung der Methodik zurückzuführen ist [59, 60, 100].  

 

Bei Spermien fertiler und subfertiler Männer zeigte sich für H3K9ac ein ähnliches  

Ergebnis wie für die Prm2-Mäuse, da sich der Prozentsatz der Modifikation pro Peptid für  

H3K9ac K14unmod zwischen Fertil und Subfertil nicht signifikant unterschied (Abb. 44 A) und 

nur eine vereinzelt und sehr schwache immunfluoreszente Markierung von H3K9ac ermittelt 
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wurde (Abb. 68). Eine Bestätigung dieser Ergebnisse ist durch mehrere Studien gegeben, bei 

denen der massenspektrometrische Nachweis von H3K9ac ebenfalls ausblieb [60] und eine 

vereinzelte immunfluoreszente Färbung von H3K9ac in humanen Spermien auftrat [352]. 

Allerdings beschrieb die Publikation von Steilmann et al. eine anhaltende Präsenz von H3K9ac 

in elongierten Spermatiden bis hin zu reifen Spermatozoen, was in der untersuchten Gruppe 

dieser Studie nicht nachgewiesen werden konnte [349]. Krejčí et al. konnten für Protamin 2 

und H3K9ac-Level eine positive Korrelation in Köpfen humaner Spermien entdecken, welche 

durch die Ergebnisse dieser Arbeit nicht bestätigt werden konnte [230].  

 

Die neben H3K9ac vielfach mit der Spermatogenese in Verbindung gebrachte Methylierung 

von H3K9 und insbesondere die Dimethylierung H3K9me2 zeigte sich auch bei den Proben 

der Prm2-Mäuse in Spermatogonien, (prä-) leptotänen Spermatozyten, elongierenden 

Spermatiden (Schritt 9-10) und epididymalen Spermien (Abb. 49). Ein derartiges 

Nachweisprofil für H3K9me2 in der Spermatogenese stimmte mit den Ergebnissen diverser 

Studien überein [59, 230, 326, 337, 350, 353]. Auffällig bei den Färbungen der Prm2-Mäuse 

war der Nachweis von H3K9me2 in leptotänen Spermatozyten, da dieser nur in Wt-Mäusen 

zu finden war (Abb. 49 A-D). Dies könnte bei Het- und Ko-Mäusen auf eine gestörte 

DNA-Kondensation im Zuge der Meiose hindeuten [347, 353]. Allerdings wurden im weiteren 

Verlauf der Spermatogenese und insbesondere in der Spermiogenese keine weiteren 

Unterschiede für die Präsenz von H3K9me2 zwischen den Genotypen detektiert, sodass die 

differente H3K9me2-Färbung nicht mit dem Verlust von Protamin 2 und den damit 

einhergehenden Folgen für die Spermien assoziiert werden konnte (Abb. 49). Die Markierung 

von H3K9me2 im Zellkernbereich epididymaler Spermien von Prm2-Mäusen sowie die nahezu 

identischen Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse von H3K9me2 K14unmod 

(Abb. 43 A) und des Western Blots (Abb. 81 A und B) stützen die Annahme, dass die Präsenz 

von H3K9me2 trotz einer veränderten Protamin-Ratio und Prm2-Defizienz unverändert bleibt. 

Diese Befunde widersprechen den Ergebnissen von Krejčí et al., die von einer starken 

Korrelation zwischen PRM2 und H3K9me2 in humanen Spermien berichteten [230].  

H3K9me2 wurde von Luense et al. als konservierte PTM dargestellt, da diese Modifikation 

sowohl in murinen, als auch in humanen Zellen der jeweiligen Spermatogenese vorzufinden 

war [60]. Zusätzlich zur massenspektrometrischen Bestätigung konnte H3K9me2 auch per 

Immunfluoreszenz in runden und elongierenden Spermatiden von Männern nachgewiesen 

werden und gilt als eine der essentiellen PTMs für eine erfolgreiche Spermatogenese [354]. 

Dass H3K9me2 auch in humanen Spermien detektiert werden kann, belegen die Ergebnisse 

von immunfluoreszenten Färbungen (Abb. 69), massenspektrometrischen Analysen  

(Abb. 44 A), Western Blots (Abb. 83 A und B) und diverse Publikationen mit vergleichbaren 

Ergebnissen [60, 230, 326, 337]. Der Vergleich von fertilen und subfertilen Spermien in dieser 
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Arbeit zeigte keine deutlichen Unterschiede, sodass die Präsenz von H3K9me2 anscheinend 

nicht von einer abweichenden Protamin-Ratio oder anderen Abnormalitäten der 

Spermienköpfe beeinträchtigt wird. Dies steht konträr zu den Ergebnissen von Schon et al., 

die in ihrer Studie bei verschiedenen Abnormalitäten der humanen Spermien eine verringerte 

Abundanz von H3K9me2 im Vergleich zur Kontrollgruppe feststellten [72]. In den Färbungen 

dieser Arbeit zeigte sich als einzige Auffälligkeit die Verteilung von H3K9me2 in den 

menschlichen Spermien beider Gruppen, wobei fertile Spermien mehrere foci-artige 

Markierungen im gesamten Zellkernbereich aufwiesen, während subfertile Spermien eher eine 

gebündelte Anhäufung in einem Teil des Zellkerns zeigten (Abb. 69). Entsprechend der 

immunfluoreszenten Markierungen von H3K9me2 aus La Spina et al. könnte dies zum einen 

auf eine gewisse Heterogenität der Spermien in Bezug auf die Anordnung der Nukleosome 

hinweisen oder zum anderen für die gezielte Ausbildung größerer heterochromatischer 

Regionen sprechen [326, 354]. Die Annahme, dass das H3K9me2-Level robust gegenüber 

anormalen Zuständen humaner Spermien ist, kann zudem durch die Publikation von 

Bendayan et al. unterstützt werden, bei der keine signifikanten Unterschiede für H3K9me2 

zwischen normalen und vakuolisierten Spermien gefunden werden konnten [337]. Letztlich tritt 

H3K9me2 in verschiedenen Phasen der humanen Spermatogenese auf und ist, im Gegensatz 

zu den Ergebnissen von Krejčí et al., auch bei einer veränderten Protamin-Ratio in gleichem 

Maße in Spermien nachweisbar [59, 230, 353]. 

 

Interessanterweise zeigte die massenspektrometrische Untersuchung muriner epididymaler 

Spermien signifikante Unterschiede im Prozentsatz der H3K9me3 K14unmod-Modifikation des 

entsprechenden Peptids. Prm2+/−-Spermien wiesen einen höheren Anteil auf als Prm2+/+- und 

Prm2−/−-Spermien (Abb. 43 A). H3K9me3 wird in Verbindung mit dem heterochromatin 

protein 1 (HP1) eine zentrale Rolle bei der transkriptionellen Repression sowie der Bildung 

und Erhaltung von Heterochromatin zugeschrieben [355, 356]. Der Anstieg von H3K9me3 

könnte daher als Kompensationsmechanismus interpretiert werden, der trotz des geringeren 

Prm2-Gehalts den heterochromatischen Zustand in Spermien aufrechterhalten soll. Die 

vergleichbaren Werte für H3K9me3 bei Wt- und Ko-Spermien legen nahe, dass dieser 

Mechanismus bei Prm2-defizienten Spermien aufgrund des DNA-Integritätsverlusts nicht 

wirksam ist und der vollständige Prm2-Verlust nicht kompensiert werden kann. Es bleibt jedoch 

unklar, ob dieser „Effekt“ bei einer größeren Anzahl von Versuchstieren bestehen bliebe und 

auf den Verlust von Prm2 zurückgeführt werden könnte. Da H3K9me3 aufgrund von 

begrenztem Probenmaterial nicht weitergehend analysiert werden konnte, ist es unklar, 

inwiefern der Verlust eines Prm2-Allels H3K9me3 beeinflusst. Zudem ergab die Analyse 

humaner Spermien keinen signifikanten Unterschied zwischen Fertil und Subfertil, was ein 

weiterer Grund war, diese Modifikation nicht in Folgeversuchen einzubringen. 
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Histon H3 Serin 10 und Histon H3.3 Serin 31 können beide über Phosphorylierung modifiziert 

werden (H3S10ph und H3.3S31ph) und sind unter anderem am Prozess der Mitose und 

Transkriptionsregulierung beteiligt [215–218, 357, 358]. Die Phosphorylierung von Serin 31 ist 

nur für die Histonvariante H3.3 bekannt, da die kanonischen Varianten H3.1 und H3.2 an 

Position 31 kein Serin, sondern Alanin als Aminosäure aufweisen [218, 359, 360]. Im 

Gegensatz zum relativ unerforschten H3.3S31ph konnte H3S10ph bereits umfassend 

charakterisiert werden (Tabelle 4). So konnte H3S10ph mit mehreren Krankheitsbilder wie 

Alzheimer, (Brust)- Krebs oder dem Coffin-Lowry-Syndrom assoziiert werden [361–364], 

wohingegen H3.3S31ph bisher nur mit Krebszellen, die eine spezifische Art der 

Telomerregulierung, genannt „Alternative Lengthening of Telomeres“ (ALT), besitzen, in 

Verbindung gebracht werden konnte [365]. Da beide PTMs in Zusammenhang mit mitotischen 

Teilungen stehen, ist eine entsprechende, zelltypspezifische Präsenz in der  

Spermatogenese von Maus und Mann zu erwarten. Dementsprechend konnte H3S10ph 

während der murinen Spermatogenese, mittels immunhistochemischer Färbungen, in sich  

teilenden Spermatogonien, diplotänen Spermatozyten und sekundären Spermatozyten in  

Mitose nachgewiesen werden und war nicht in Zelltypen der Spermiogenese vorzufinden  

(Abb. 50 A-D, [366]). Hierbei wird der Phosphorylierung von H3S10 eine entscheidende Rolle 

bei der Chromosomen-Kondensation und insbesondere bei der Progression durch Mitose und 

Meiose zugeschrieben [367, 368]. Für die Prm2-Mäuse zeigten sich erwartungsgemäß keine 

genotypspezifischen Unterschiede, da Protamin 2 erst in runden/elongierenden Spermatiden 

der mittleren Stadien auftritt, H3S10ph aber bereits nach der meiotischen Teilung nicht mehr 

nachzuweisen war (Abb. 50 A-D). Analog dazu verhielt es sich bei H3.3S31ph, mit dem 

Unterschied, dass auch pachytäne Spermatozyten eine spezifische Färbung aufwiesen  

(Abb. 51 A-D). Diese Färbung konnte unter anderem über die immunfluoreszente Markierung 

von Synaptonemal Complex Protein 3 (SYCP3) einem Marker des synaptonemalen 

Komplexes und einer mikroskopischen Auswertung, dem „XY-Body“ zugeordnet werden 

(Aufnahmen nicht gezeigt) [369, 370]. Zudem wiesen die vermehrt für H3.3S31ph positiven 

Foci in pachytänen Spermatozyten auf eine Lokalisierung an weiteren Chromosomen hin  

(Abb. 51 A-D). Unterstützt wird diese Annahme durch diverse Publikationen, die eine 

detailliertere Lokalisierung von H3.3S31ph in Chromosomen aufzeigen konnten 

[216, 359, 371]. H3.3.S31ph ist wichtig für Zellteilungen, wird mit aktiv transkribierten Genen 

assoziiert und spielt u.a. eine wichtige Rolle bei der Transkriptionselongation und 

Chromatinumstrukturierung [217, 359]. Die genannten Mechanismen an denen H3.3S31ph 

beteiligt ist korrelieren gut mit den positiv markierten, mitotisch relevanten Zelltypen der 

Spermatogenese. 
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Da es sich bei H3S10ph und H3.3S31ph um konservierte PTMs handelt, ist davon 

auszugehen, dass diese in den gleichen Zelltypen der humanen Spermatogenese 

nachgewiesen werden könnten. In dieser Arbeit wurde aufgrund fehlender Relevanz für Zellen 

der Spermiogenese und damit einer ausbleibenden Verbindung zu den Protaminen auf eine 

weiterführende Analyse verzichtet [100, 359, 366, 372]. Der fehlende Zusammenhang 

zwischen H3S10ph und H3.3S31ph und Veränderungen der männlichen Fertilität mit 

abweichender Protamin-Ratio konnte zudem durch die ausbleibende Färbung der beiden 

Modifikationen in epididymalen Spermien der Prm2-Mäuse (Abb. 50 E-J) und humanen 

Spermien fertiler und subfertiler Männer (Abb. 70) aufgezeigt werden. 

 

Obwohl für H3.3S31ph keine Verbindung zur abweichenden Protamin-Ratio und männlicher 

Fertilität festgestellt werden konnte, spielt die Histonvariante H3.3 selbst eine zentrale Rolle in 

der Spermatogenese, insbesondere bei der Chromatin-Dynamik und aktiver Transkription 

[171, 172]. Sowohl bei der Maus (H3f3a und H3f3b) als auch beim Menschen (H3.3A und 

H3.3B) wird die Histonvariante H3.3 von jeweils zwei Genen kodiert [101, 171, 172, 373, 374]. 

H3.3 unterscheidet sich von H3.1 und H3.2 lediglich durch fünf bzw. vier Aminosäurereste, 

wobei einer davon das genannte Serin 31 anstelle von Alanin ist [375]. In Bezug auf die murine 

Spermatogenese haben Studien von Bramlage et al. zeigen können, dass im Testis von 

Mäusen H3f3a-Transkripte in allen Typen von Keimzellen, wie Spermatogonien, 

Spermatozyten und Spermatiden, in niedrigen Mengen vorhanden sind und im Gegensatz 

dazu H3f3b hauptsächlich in der meiotischen Prophase der Spermatozyten exprimiert wird 

[376]. Ein knockout von H3f3a oder H3f3b resultierte in männlicher Infertilität, welche bei  

H3f3a-/- auf abnormale Spermatozoen und bei H3f3b-/- auf einen verringerten  

H3.3-Proteingehalt in meiotischen Spermatozyten sowie runden und elongierenden 

Spermatiden zurückzuführen war [171, 373]. Dies legte nahe, dass die Transkription beider 

Gene notwendig ist und ein Gen alleine nicht in der Lage ist, die Funktion des anderen zu 

kompensieren [55, 171, 373]. Dementsprechend konnten in Folge eines Verlustes der H3.3 

Gene, trotz der Paralogie der a- und b-Genvariante von H3.3, drastische Auswirkungen auf 

den Organismus und insbesondere auf die Spermato- und Embryogenese detektiert werden 

[171, 373, 374, 377, 378].  

 

Ob verringerte Level von H3.3 und der jeweiligen Gene an den beschriebenen Defekten der 

Spermien von Prm2-Mäusen und fertilen/subfertilen Männern beteiligt sind, wurde zum einen 

über eine Bestimmung der rel. Expressionslevel der Gene von H3.3 (Abb. 84 und Abb. 85) und 

zum anderen über eine massenspektrometrische Analyse ermittelt (Abb. 43 A und Abb. 44 A). 

Die rel. Expressionslevel für Testis und epididymale Spermien der Prm2-Mäuse wiesen keine 

signifikanten Unterschiede auf (Abb. 84). Die Analyse menschlicher Spermien ergab in Bezug 
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auf die Gene von H3.3 ebenfalls keine signifikanten Auffälligkeiten, wobei für H3.3A 

tendenzieller Rückgang in subfertilen Spermien zu erkennen war (Abb. 85) Diese Ergebnisse 

lassen vermuten, dass eine abweichende Protamin-Ratio auf transkriptioneller Ebene keinen 

Einfluss auf H3.3 zu haben scheint. Bei den massenspektrometrischen Untersuchungen zu 

H3.3 wurde aufgrund eines unterschiedlichen Aminosäurerests zwischen den Histonvarianten 

von H3 das Peptid H3.3 27-40 (H3.3K27K36K37unmod) analysiert, bei dem an Position 31 

statt Alanin ein Serin (H3.3S31) vorliegt (Abb. 43 A und Abb. 44 A). In Übereinstimmung mit 

den qPCR-Ergebnissen der Prm2-Mäuse ließ sich auch in der Massenspektrometrie kein 

signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen feststellen, was die vorherige Annahme 

eines fehlenden Einflusses der Prm2-Defizienz auf den H3.3-Gehalt bestätigt (Abb. 43 A). 

Interessanterweise wiesen die Spermien subfertiler Männer in der Massenspektrometrie einen 

signifikant geringeren Anteil an H3.3 auf (Abb. 44 A). Angesichts der abnormalen 

Spermatozoen subfertiler Männer und der Assoziation von H3.3A mit derartigen 

Spermatozoen könnte zusammen mit den qPCR-Ergebnissen angenommen werden, dass der 

verringerte H3.3-Gehalt auf reduzierte Mengen von H3.3A zurückzuführen ist (Abb. 85, [171, 

373]). Zur Bestätigung dieser Annahme sollten zukünftige Studien eine auf H3.3 angepasste 

Analyse durchführen und alternative Methoden zur gezielten Untersuchung der PTMs von 

H3.3 in Betracht ziehen. Die in dieser Arbeit verwendete Bottom-up-LC-MS/MS-Methode ist 

von der Spaltung der Peptide durch Trypsin abhängig, wodurch es nicht möglich ist, zwischen 

kurzen Peptidsequenzen homologer Histon-Isoformen (d. h. Teilen von H3.1/H3.2 und H3.3) 

und den damit assoziierten PTMs zu unterscheiden [60, 211]. Daher müsste eine andere bzw. 

zusätzliche Methodik gewählt werden, wie zum Beispiel Top-down-LC-MS/MS, bei der die 

hochhomologen Histon-Isoformen identifiziert und quantifiziert werden könnten [60, 211]. 

 

Letztlich konnte kein Einfluss einer abweichenden Protamin-Ratio auf H3.3 festgestellt 

werden, jedoch ließ sich ein geringerer H3.3-Gehalt mit subfertilen Spermien in Verbindung 

bringen. 

 

Die PTMs von Histon H3 Lysin 27 gehören, zusammen mit den PTMs von H3K4, zu den am 

besten untersuchten Modifikationen, wobei insbesondere die trimethylierten Modifikationen 

(H3K4me3/H3K27me3) durch ihre Rolle in der Transkriptionsregulierung von großem 

Interesse sind (Tabelle 4, [314, 335, 379–381]). Der Polycomb repressive complex 2 (PRC2) 

kann H3K27 mono-, di- und trimethylieren, während die Acetylierung (H3K27ac) von EP300 

katalysiert wird [381, 382]. Vor allem die Trimethylierung von H3K27 (H3K27me3) als 

reprimierende Markierung und die aktivierende PTM H3K27ac sind entscheidende 

Modifikationen, welche die Transkription von Genen beeinflussen können [92, 381, 382]. 

Sowohl H3K27ac, aber in erster Linie H3K27me3 scheinen bei verschiedenen 
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Krebserkrankungen und neurodegenerativen Krankheiten wie Alzheimer eine Rolle zu spielen 

und zeichnen sich dort durch die transkriptionelle Fehlregulierung entscheidender Gene aus 

[344, 383–389]. Da auch die Spermatogenese von Säugern von verschiedenen 

epigenetischen Faktoren und insbesondere PTMs von Histonen geprägt ist, konnten H3K27ac 

und H3K27me3 bereits mehrfach für u.a. Maus, Mann und Bulle nachgewiesen werden 

[59, 60, 335, 390–392]. 

 

Im Zuge dieser Arbeit erfolgte der Nachweis der genannten PTMs und der monomethylierten 

Modifikation (H3K27me1) zunächst über immunhistochemische Färbungen an Testisschnitten 

der Prm2-Mäuse. Die weniger prominente PTM H3K27me1, die im Gegensatz zu 

H3K27me2/H3K27me3 an aktiv transkribierten Genpromotoren vorkommt, wurde zwar in 

elongierenden Spermatiden nachgewiesen, jedoch zeigten sich keine Unterschiede infolge 

des Verlusts von Prm2 (Abb. 53, [92, 379]). Da auch massenspektrometrische Analysen von 

murinen und humanen Spermien für H3K27me1 keine signifikanten Unterschiede zwischen 

den Vergleichsgruppen und nur geringe Werte zeigten, ähnlich den Ergebnissen der 

Massenspektrometrie für Zelltypen der murinen Spermatogenese von Luense et al., wurde auf 

eine weiterführende Analyse verzichtet (Abb. 43 A und Abb. 44 A, [60]).  

 

Massenspektrometrische Analysen ergaben, dass die Dimethylierung H3K27me2 

K36K37unmod als einzige PTM von H3K27 einen signifikanten Unterschied zwischen den 

Spermien fertiler und subfertiler Männer aufwies, wobei subfertile Spermien signifikant höhere 

Werte zeigten (Abb. 44 A). Dies könnte auf eine Fehlregulation von PRC2 und eine gestörte 

Chromatin-Kondensation hinweisen [393]. Da dieser Unterschied nur bei den humanen 

Proben auftrat und die Ergebnisse der Prm2-Mäuse unauffällig waren, scheint eine 

Verbindung zu Protamin 2 unwahrscheinlich, weshalb die Dimethylierung von H3K27 nicht 

weiter untersucht wurde (Abb. 43 A und Abb. 44 A). 

 

Für die Acetylierung von H3K27 zeigte sich im Testis der Prm2-Mäuse eine 

genotypunabhängige Färbung im Zellkernbereich von Spermatogonien, primären 

Spermatozyten und elongierenden Spermatiden (Abb. 52). Da keine Unterschiede zwischen 

den Prm2-Mäusen und dem nahezu identischen Färbeprofil der C57Bl/6J-Mäuse von 

Tatehana et al. festgestellt wurden, ist davon auszugehen, dass H3K27ac nicht durch die 

Prm2-Defizienz beeinflusst wird und in den genannten Zelltypen an der 

Transkriptionsregulation beteiligt ist (Abb. 52 D, [390]). Zudem kann H3K27ac, aufgrund des 

geringen Massenunterschieds zu H3K27me3 und einer generell geringen Abundanz, nur 

schwer über eine massenspektrometrische Analyse detektiert werden, weshalb nicht nur 

Luense et al. und Sidoli et al., sondern auch die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte 
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Massenspektrometrie H3K27ac nicht inkludierte (Abb. 43 A und Abb. 44 A, [60, 350, 394, 

395]). Dementsprechend wurde H3K27ac nicht weiterverfolgt und eine Analyse in murinen und 

humanen Spermien blieb aus.  

 

Im Gegensatz dazu erfolgte eine umfassende Analyse von H3K27me3 in sämtlichem 

Probenmaterial mithilfe diverser Methoden. Da im Laufe der murinen Spermatogenese die 

transkriptionelle Aktivität in den fortschreitenden Zelltypen stetig abnimmt, sollte die repressive 

Markierung H3K27me3 vor allem in elongierenden und elongierten Spermatiden zu erwarten 

sein [380, 396]. Immunhistochemische Färbungen gegen H3K27me3 an Testisschnitten der 

Prm2-Mäuse bestätigten diese Vermutung durch eine eindeutige Markierung der 

elongierenden Spermatiden (Abb. 54 A-D). Die vermeintlich H3K27me3-negativen elongierten 

Spermatiden sind erneut auf methodische Limitierungen zurückzuführen und nicht auf das 

tatsächliche Fehlen dieser Histon-PTM. Zudem waren in Wildtyp-Testis auch Teile der 

primären Spermatozyten schwach positiv für H3K27me3, jedoch konnte die ausbleibende 

Färbung für Het- und Ko-Tiere nicht auf den Verlust von Prm2 zurückgeführt werden, da nur 

die genannten Zelltypen vor der Spermiogenese Unterschiede beim Vergleich der Genotypen 

zeigten und Protamine in primären Spermatozyten keine Rolle spielen (Abb. 54 A-D). 

Wahrscheinlich sind die Unterschiede durch ein zu schwaches Signal für H3K27me3 bzw. eine 

Limitierung der Methodik zu erklären, sodass H3K27me3 nur bei einzelnen Individuen 

detektiert werden konnte. Die Vermutung eines zu schwachen Signals kann über die von 

Tatehana et al. gezeigten immunfluoreszenten Färbungen gegen H3K27me3 an den Zelltypen 

der murinen Spermatogenese unterstützt werden, da auch hierbei primäre Spermatozyten ein 

sehr schwaches, bis gar kein Signal zeigten (Fig. 4, [390]). Des Weiteren konnte die Zunahme 

der Trimethylierung von H3K27 im Zuge der murinen Spermatogenese und damit auch die 

Rolle für die transkriptionelle Inaktivierung durch die massenspektrometrische Analyse und 

Western Blot-Ergebnisse bestätigt werden (Fig. 2, + Additional File 1, [56]). Für die testikulären 

Zelltypen der humanen Spermatogenese ist basierend auf den zahlreichen Nachweisen von 

H3K27me3 in Maus sowie den Ergebnissen von Luense et al. von einer vergleichbaren 

Präsenz auszugehen, die jedoch durch zukünftige Studien validiert werden sollte [60]. 

 

Anders stellte sich der Nachweis von H3K27me3 in humanen und murinen (epididymalen) 

Spermien dar, welcher mittels immunfluoreszenter Färbung, Western Blot und 

massenspektrometrischer Analyse erbracht werden konnte. Epididymale Spermien der  

Prm2-Mäuse zeigten überraschenderweise nicht nur eine positive Markierung von H3K27me3 

im Kopfbereich, sondern auch im Bereich der Flagellen (Abb. 54 E-J). Die unerwartete 

Markierung der Flagellen konnte auch von Krejčí et al. in humanen Spermien detektiert werden 

[230]. Dabei wird die Flagellenmarkierung auf eine nichtspezifische Bindung des Antikörpers, 

https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1186%2Fs13072-016-0072-6/MediaObjects/13072_2016_72_MOESM1_ESM.pdf
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Krej%C4%8D%C3%AD%2C+Jana
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Autofluoreszenz der Flagelle oder unzureichende Wasch- und Blockschritte zurückgeführt, da 

im Flagellum keine Histone zu erwarten sind [230, 397]. Bei den Färbungen der Köpfe war 

zwischen den kleinen Spermienköpfen ohne positive Hoechst-Färbung und den im Vergleich 

größeren Spermienköpfen mit gefärbtem Zellkern zu unterscheiden, da nur die kleineren Köpfe 

eine vollständige Markierung des Kopfes aufwiesen und diese auf einen fehlerhaften 

Histon-Protamin-Austausch sowie eine massive Degradierung der DNA hinweisen könnte 

(Abb. 54 E-J). Die größeren murinen Spermienköpfe zeigten vor allem in Wildtypen für 

H3K27me3 eine Färbung, die mit der von Kutchy et al. für bovine Spermatozoen 

übereinstimmte und nur den äußersten Rand des Kopfes betraf [392]. Dementsprechend 

könnte die Abwesenheit von H3K27me3 in vergleichbaren Spermien von Het- und Ko-Mäusen, 

wie auch bei den bovinen Spermatozoen, für eine abnormale Spermiogenese sprechen [392]. 

Zudem konnte anhand von Western Blot (Abb. 81 A und B) und Massenspektrometrie 

(Abb. 43 A) die Bedeutung von H3K27me3 durch eine gewisse Abundanz in epididymalen 

Spermien, welche sich zwischen den Genotypen nicht signifikant unterschied, untermauert 

werden. Dadurch wurden die über Immunfluoreszenz detektierten Unterschiede entkräftet. 

Somit scheint H3K27me3 in murinen Spermien nicht von den Auswirkungen einer  

Prm2-Defizienz betroffen zu sein. Die Frage, inwieweit der Zustand des bivalenten 

Chromatins, das aus dem Zusammenspiel von H3K27me3 und H3K4me3 resultiert, während 

der murinen Spermatogenese aufrechterhalten wird, bleibt unklar [322–325]. Dies zeigt sich 

insbesondere durch die Unterschiede im Nachweis im Testis, während in Spermien 

übereinstimmende Ergebnisse über Western Blot und Massenspektrometrie erzielt wurden. 

Da sowohl H3K4me3 als auch H3K27me3 in anderen Studien an Promotoren bedeutender 

Entwicklungs-Gene in Spermien nachgewiesen wurden, kann angenommen werden, dass 

Regionen bivalenten Chromatins über die Spermatogenese hinaus bestehen bleiben 

[59, 314, 333]. 

 

Konträr dazu stehen die Ergebnisse für Spermien fertiler und subfertiler Männer, bei denen 

durchaus Unterschiede festgestellt werden konnten. Dazu zählte zunächst die 

immunfluoreszente Färbung von H3K27me3, welche analog zu murinen Spermien kleine 

Spermienköpfe vollständig und größere Spermienköpfe vor allem im Randbereich markierte 

(Abb. 71). Allerdings erschien die Markierung der fertilen Spermien deutlich intensiver und 

großflächiger als die der subfertilen Spermien zu sein (Abb. 71). Zusammen mit den Western 

Blot-Ergebnissen, die tendenziell geringere Mengen an H3K27me3 in subfertilen Spermien 

zeigten, war von einer Reduktion von H3K27me3 auszugehen (Abb. 83 A und B). Allerdings 

ließ sich diese Annahme nicht durch die massenspektrometrische Analyse untermauern, da 

die ermittelten Anteile für fertile und subfertile Spermien nahezu identisch waren (Abb. 44 A). 

Eine derartig eindeutige Markierung von H3K27me3 in humanen Spermien, wie sie von  
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Krejčí et al. berichtet wurde, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht festgestellt werden [230]. 

Dies liegt daran, dass sich die präsentierten Ergebnisse mehr auf die überwiegende 

Spermienpopulation und weniger auf einzelne auffällige Spermien konzentrierten und die 

Antikörper von anderen Herstellern bezogen wurden. 

 

Diese Ergebnisse bestärken die Annahme, dass die transkriptionelle Inaktivierung im Laufe 

der Spermatogenese sowohl bei Mäusen als auch beim Menschen von H3K27me3 begleitet 

wird und dass in Spermien verbleibende Histone, die mit H3K27me3 markiert sind, zum 

heterochromatischen Zustand beitragen [60, 332, 335]. Zuzüglich scheint H3K27me3 nahezu 

unbeeinflusst von der massiv abweichenden Protamin-Ratio und den damit verbundenen 

Folgen zu sein.  

 

Ein weiteres Lysin von Histon 3 befindet sich an Position 36 (Histon H3 Lysin 36) und kann 

wie auch andere Lysine methyliert (H3K36me1-3) oder acetyliert werden (H3K36ac)  

[73, 92, 398, 399]. Sowohl die Methylierung als auch die Acetylierung von H3K36 sind unter 

Säugetieren hochgradig konserviert und werden grundsätzlich als aktivierende Markierungen 

eingestuft, die bei Transkriptionsprozessen wie der Initiation und Elongation eine Rolle spielen 

[398–401]. Analog zu den anderen Histon-PTMs konnten posttranslationale Modifikationen 

von H3K36 mit verschiedenen Krebserkrankungen und neurodegenerativen Krankheiten 

assoziiert werden, wobei vor allem die methylierten Formen von H3K36 in den Fokus geraten 

sind [402–404]. H3K36-Methylierung hemmt die PRC2-vermittelte Methylierung von H3K27, 

wobei vor allem die di- und trimethylierten Formen von H3K36 eine zentrale Rolle spielen 

[381, 405]. Die genannte Verbindung von H3K27 und H3K36 Methylierung wurde von 

Brunner et al., anhand des gemeinsamen Auftretens von H3K27me und H3K36me auf 

demselben Peptid und einer H3K27me abhängigen Methylierung von H3K36 festgestellt 

[73, 406]. Dies führte zu der Annahme, dass die Methylierung von H3K27 an der Kontrolle von 

H3K36me beteiligt ist [73, 406]. Dieser Crosstalk zwischen H3K27me und H3K36me konnte 

auch in der Spermatogenese von Maus und Mann festgestellt werden, da Luense et al. sowohl 

in murinen elongierenden Spermatiden/ epididymalen Spermien als auch in humanen 

Spermien verschiedene Kombinationen der Methylierungsgrade von H3K27 und H3K36, wie 

H3K27me3/H3K36me2, H3K27me3/H3K36me1 oder H3K27me1/H3K36me2, als heraus-

stechende PTM-Kombinationen detektieren konnten (Fig. 2 und 3, [60] und Fig. 2f, [72]). Der 

Monomethylierung von H3K36 (H3K36me1) wurde sowohl in dieser Studie als auch in der 

Literatur bisher am wenigsten Beachtung geschenkt, da sie als Zwischenprodukt der 

Methylierungsreaktionen gilt und ihre Verteilung sowie funktionelle Rolle im Chromatin noch 

weitgehend unbekannt sind (Tabelle 4, [401]). Denn H3K36 erfährt eine graduelle 

Methylierung, die sich vom Promotor bis zum 3'-Ende von Mono- zu Trimethylierung verschiebt 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Krej%C4%8D%C3%AD%2C+Jana
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[407]. H3K36me2 ist neben seiner antagonistischen Rolle zu H3K27me auch in der Nähe von 

DNA-Doppelstrangbrüchen (DSBs) zu finden und an der Rekrutierung von Reparaturproteinen 

beteiligt [405, 408]. Zusammen mit H3K36me3 spielt die Dimethylierung zudem eine Rolle bei 

der Bindung von Histon-Deacetylasen (HDACs) [381]. Die vorherrschende HMT für die  

Di-Methylierung von H3K36 ist das Nuclear receptor binding SET domain protein 2 (NSD2), 

das unter anderem in Zellen der Spermatogenese nachgewiesen werden konnte [409]. Ein 

Verlust von NSD2 führt zur Apoptose von Spermatozyten und zu einer fehlerhaften 

Spermiogenese, was H3K36me2 eine Rolle in der Spermatogenese zuschreibt [409].  

Die Tri-Methylierung von H3K36 (H3K36me3) wird ausschließlich durch die HMT  

SET domain containing 2 (SETD2) katalysiert und gilt als aktivierende Markierung, die 

ebenfalls die Aktivität vom PRC2 einschränkt [405]. In Bezug auf die Spermatogenese zeigten 

Mäuse ohne SETD2 eine gestörte Aktivierung der Gene für Transitionsproteine und 

Protamine, was darauf hindeutet, dass H3K36me3 an der Transkriptionsregulation dieser 

Gene beteiligt ist [55, 410]. Die vorliegende Literatur zur Acetylierung von H3K36 ist begrenzt 

und die meisten Studien beschränken sich auf allgemeine Funktionen der 

Transkriptionsregulation sowie die evolutionäre Konservierung von H3K36ac [398]. 

 

Basierend auf den beschriebenen Studien und den Ergebnissen von Luense et al. 

konzentrierten sich die Analysen an den Prm2-Mäusen sowie an humanen Ejakulatproben 

fertiler und subfertiler Männer auf die Dimethylierung von H3K36 (H3K36me2), da diese PTM 

mit verschiedenen Zelltypen der Spermatogenese assoziiert werden konnte und in 

Kombination mit H3K27me3 einen der größten fold changes in elongierenden Spermatiden 

und reifen Spermien zeigte (Fig. 2, [60]). Antikörperfärbungen gegen H3K36me2 an 

Testisschnitten der Prm2-Mäuse ließen eine ausschließliche Markierung der elongierenden 

Spermatiden (Schritt 9-12) erkennen, die unabhängig vom Genotyp in gleichem Maße auftrat 

(Abb. 55 A-D). Diese Färbung steht der von Li et al. für H3K36me2 gezeigten Färbung an  

Wt-Testis konträr gegenüber, da in dieser Studie, bis auf elongierte Spermatiden, nahezu alle 

anderen Zelltypen, Spermatogonien, Spermatozyten und runde Spermatiden positiv für 

H3K36me2 waren (Fig. 4A, [409]. Eigene Antikörperfärbungen an humanen Testisschnitten 

zeigten eine Färbung nahezu aller Zelltypen, die der von Li et al. ähnlich war. Zwar wird durch 

diese Ergebnisse die fehlende Färbung bestimmter Zelltypen in der murinen Spermatogenese 

hinterfragt, jedoch bleibt die Präsenz von H3K36me in elongierenden Spermatiden weiterhin 

unbestritten (Abb. 65, untere Reihe). Ungeachtet dessen konnten keine Unterschiede für 

H3K36me2 zwischen den Genotypen festgestellt werden, was darauf hinweist, dass diese 

Modifikation, zumindest im Testis, nicht vom Verlust von Prm2 betroffen ist. 
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Entsprechend der immunfluoreszenten Färbung gegen H3K36me2 an epididymalen Spermien 

der Prm2-Mäuse zeigte sich auch hierbei für alle Genotypen eine vergleichbare Markierung in 

einem Bereich des Zellkerns (Abb. 55 E–J). In Kombination mit den Nachweisen aus Western 

Blot (Abb. 81 A und B) sowie der Massenspektrometrie (Abb. 43 A) deutet dies darauf hin, 

dass H3K36me2 verbleibende Histone markiert und möglicherweise in der frühen 

Embryogenese von Bedeutung ist, was die Befunde von Luense et al. bestätigt [60]. So 

konnten diverse Studien H3K36me2/3 mit etlichen Prozessen der Embryogenese von Säugern 

wie Maus und Schwein verknüpfen [411–413]. Mit Blick auf H3K36me bei Spermien von 

fertilen und subfertilen Männern zeigte sich bei der immunfluoreszenten Färbung, für den 

überwiegenden Anteil, eine eindeutige und zwischen den Gruppen vergleichbare 

Zellkernfärbung für die Dimethylierung von H3K36 (Abb. 72). Nahezu identische Level von 

H3K36me2 in fertilen und subfertilen Spermien konnten über Western Blot (Abb. 83 A und B) 

und Massenspektrometrie (Abb. 44 A), sowie den Ergebnissen von Schon et al. bestätigt 

werden (Fig. 2f, [72]).  

 

Letztlich konnte gezeigt werden, dass die Methylierungen von H3K36 und insbesondere 

H3K36me2 einen wichtigen Bestandteil der murinen und humanen Spermatogenese 

darstellen, aber nicht von den Folgen einer massiv abweichenden Protamin-Ratio beeinflusst 

werden. 

 

Histon H3 Lysin 79 zählt wie H3K4 und H3K36 zu den aktivierenden Markierungen und kann, 

wie andere Lysinreste, posttranslational acetyliert (H3K79ac) oder methyliert (H3K79me1–3) 

werden [92, 331, 414–416]. Wie die vergleichbaren PTMs von H3K4 und H3K36 sind auch die 

PTMs von H3K79 in etlichen biologischen Prozessen wie Transkription, DNA-Reparatur, 

telomeric silencing und Zellzykluskontrolle involviert, wobei die Funktion von H3K79ac im 

Gegensatz zu H3K79me, aufgrund der unzureichenden Studienlage nur vermutet werden 

kann (Tabelle 4, [92, 415, 417]). Die Methylierung von H3K79 und insbesondere auch die 

dazugehörige evolutionär konservierte HMT disruptor of telomeric silencing-1-like 

(DOT1/DOT1L) stehen im Fokus der Forschung und konnten bereits mehrfach mit Krankheiten 

wie Krebs (Leukämie) oder verschiedenen Lungenerkrankungen in Verbindung  

gebracht werden [417–421]. Dabei katalysiert DOT1/DOT1L als einzige bekannte  

H3K79-Methyltransferase die Mono-, Di- und Trimethylierung auf nicht-sequenzielle Weise, 

wobei S-Adenosylmethionin (SAM) als Cofaktor dient [415]. Die Methylierung von H3K79 ist 

interessanterweise auf die Ubiquitinierung des Lysinrests 123 von H2B (H2BK123Ub) 

angewiesen, die für die Methyltransferase-Aktivität von DOT1L entscheidend ist [383, 414, 

417]. Diese Ubiquitinierung fördert die Methylierung von H3K4 und H3K79, was eine zentrale 

Rolle bei der Umstrukturierung des Chromatins spielt und den Zugang der DNA-
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Reparaturmechanismen unterstützt. Bemerkenswerterweise hat das Fehlen von DOT1L 

keinen Einfluss auf die Ubiquitinierung von H2B, was darauf hinweist, dass die Beziehung 

unidirektional ist: Die Ubiquitinierung von H2B reguliert die Methylierung von H3K79, jedoch 

nicht umgekehrt [383, 414, 417]. Dass die Methylierungen von H3K79 in der murinen und 

humanen Spermatogenese eine bedeutende Rolle spielen, wurde in verschiedenen Studien 

dargelegt. Sie sind mit mehreren Zelltypen und Abläufen assoziiert, einschließlich des Histon-

Protamin-Austauschs [60, 102, 326, 350, 390, 422].  

 

Der Fokus für Methylierungen von H3K79 in dieser Arbeit lag auf der mono- und trimethylierten 

Modifikation (H3K79me1 und H3K79me3). H3K79me2 konnte zwar mittels massenspektro-

metrischer Analyse in murinen und humanen Spermien detektiert werden, war jedoch im 

Vergleich zu H3K79me1 nur in geringer Abundanz vorhanden und wurde daher nicht 

weiterverfolgt (Abb. 43 und Abb. 44). Dass die Monomethylierung von H3K79 bereits in den 

Anfängen der Spermatogenese eine essentielle Rolle spielen muss, zeigte sich durch die 

immunhistochemischen Färbungen von Testisschnitten der Prm2-Mäuse gegen H3K79me1, 

bei denen alle Zelltypen, außer pachytänen Spermatozyten und elongierten Spermatiden 

positiv für H3K79me1 waren (Abb. 56 A-D). Diese Präsenz in nahezu allen Zelltypen der 

murinen Spermatogenese wurde auch von Luense et al. und Ontoso et al. berichtet [60, 422]. 

H3K79me1 ist nicht nur potenziell an der Transkription beteiligt, sondern könnte auch 

charakteristisch für eine Art Wartestellung („poised state“) von Genen sein, da es in Bereichen 

vorkommt, die sowohl H3K4me3 als auch H3K27me3 aufweisen [423]. Es markiert zudem 

distale regulatorische Elemente und ist daher in verschiedenen Zelltypen der Spermatogenese 

nachweisbar [423]. Im Hinblick auf die genotypbedingten Unterschiede in der Protamin-Ratio 

konnten keine Unterschiede bei H3K79me1 in den testikulären Zelltypen der Spermatogenese 

festgestellt werden, was darauf hindeutet, dass der Verlust von Prm2 zumindest im Testis 

keinen Einfluss auf H3K79me1 hat (Abb. 56 A-D). Dies deckt sich mit den Analysen der 

anderen Histon-PTMs und den vorherigen Ergebnissen, die Folgen eines Prm2-Verlustes oder 

abweichender Protamin-Ratio erst in epididymalen Spermien erkennen ließen.  

 

Analog dazu, zeigten auch die Färbungen gegen H3K79me3 im Testis keine differenten 

Färbungen zwischen den Genotypen, wobei sich die H3K79me3 positiven Zelltypen auf 

diplotäne Spermatozyten, sekundäre Spermatozyten in Meiose und elongierende 

Spermatiden beschränkten (Abb. 57 A-D). Ein vergleichbares Färbungsprofil wurde von 

Tatehana et al. bei Mäusen unterschiedlichen Alters festgestellt, während Studien von de Vries 

et al. und Dottermusch-Heidel et al. den Nachweis in elongierten Spermatiden bestätigten  

(Fig. 3, [390] und [103, 354]). Durch weiterführende Versuche in früheren Studien ist bekannt, 

dass H3K79me3 an den Geschlechtschromosomen akkumuliert und daher auch in diplotänen 
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Spermatozyten sowie in sekundären Spermatozyten während der Meiose nachgewiesen 

werden kann [422]. Hierbei scheint H3K79me3 in der meiotischen Inaktivierung der 

Geschlechtschromosomen involviert zu sein und zur Aufrechterhaltung des 

heterochromatischen Zustandes beizutragen [422]. Zudem konnten andere Studien 

H3K79me3 in elongierenden Spermatozyten unmittelbar vor dem Histon-Protamin- 

Austausch und dem Einbau der Übergangsproteine detektieren [102, 103]. Neben der zuvor 

beschriebenen Verbindung zur Ubiquitinierung von H2B gibt es auch einen Crosstalk zwischen 

H3K79me und der im Rahmen der Hyperacetylierung auftretenden PTM H4K16ac [92, 103, 

424]. Dieser Zusammenhang wird durch die immunhistochemischen Färbungen gegen 

H4K16ac in dieser Arbeit bestätigt, bei denen ebenfalls elongierte Spermatozoen positiv 

gefärbt waren (Abb. 62 A-D, [102, 103, 424]). Die Acetylierung von H4K16 blockiert die 

Bindung von bestimmten Sirtuinen (HDACs) an H4 und fördert stattdessen die Bindung von 

DOT1L, was zu einer anschließenden Methylierung von H3K79 führt [417]. Diese komplexen 

Wechselwirkungen zwischen der H3K79-Methylierung und H4-Acetylierung sind daher 

entscheidend für die Regulation des Histon-Protamin-Austauschs und die effiziente 

Entwicklung von Spermien. Wie bereits in den Ausführungen zu H3K4me3 beschrieben, waren 

die Residualkörper (RK) im Stadium VIII der murinen Spermatogenese positiv für H3K79me3 

(Abb. 57 A-D). Dies lässt sich erneut auf die nicht mehr benötigten aktiven Histon-PTMs in 

elongierten Spermatiden zurückführen [329]. 

 

Da die Methylierung von H3K79 zu den konservierten PTMs unter den Säugern zählt, ist es 

nicht verwunderlich, dass im Hinblick auf die humane Spermatogenese, entsprechend der 

Ergebnisse von Dottermusch-Heidel et al., die gleichen Zelltypen für H3K79me3 positiv waren, 

wie bei den Prm2-Mäusen ([60] und Fig. 3, [102]). Auch hier ist die trimethylierte Modifikation 

von H3K79 mit den Geschlechtschromosomen assoziiert und kommt einer vergleichbaren 

Funktion, wie in der murinen Spermatogenese nach [102].  

Neben Analysen der Methylierungen von H3K79 im Testis, wurden auch murine, epididymale 

Spermien und humane Spermien aus Ejakulatproben hinsichtlich H3K79me1 und H3K79me3 

untersucht. Für die Prm2-Mäuse war H3K79me1 ausschließlich im Kopfbereich von kleinen 

Spermienköpfen, ohne erkennbare Hoechst-Färbung, zu detektieren, sodass wie für 

H3K27me3 die Markierung von H3K79me1 ein Anzeichen für einen gestörten Histon-

Protamin-Austausch sowie den Verlust der Chromatin-Integrität sein könnte (Abb. 56 E-J). Die 

zu der Markierung der Kopfregion auftretende Fluoreszenz in den Flagellen aller Spermien, 

könnte wie bereits zuvor für H3K27me3 und ebenfalls von Krejčí et al. vermutet, auf eine 

Autofluoreszenz der Flagelle, die nichtspezifische Bindung des Antikörpers oder 

unzureichende Wasch- und Blockschritte zurückgeführt werden, da im Flagellum keine 

Histone zu erwarten sind [230, 397]. Die von Krejčí et al. gezeigten immunfluoreszenten 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Krej%C4%8D%C3%AD%2C+Jana
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Krej%C4%8D%C3%AD%2C+Jana
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Färbungen gegen H3K79me1 an humanen Spermien wiesen eine mit den Prm2-Mäusen 

vergleichbare Markierung auf, bei der nur vereinzelt für H3K79me1 positive Bereiche im Kopf 

vorzufinden waren und alle Spermien eine markierte Flagelle hatten (Fig. 1 G, [230]). In den 

durchgeführten Färbungen und Folgeversuchen für H3K79me1 ließ sich die von Krejčí et al. 

festgestellte Korrelation zwischen niedrigen PRM2-Leveln und reduzierten H3K79me1-Leveln 

weder für murine noch für humane Spermien nachweisen [230]. Die vereinzelt positiven 

Spermienköpfe konnten auf eine immense Variabilität des H3K79me1-Gehaltes verschiedener 

Individuen zurückgeführt werden [230]. Diese heterogene Präsenz wurde auch von La Spina 

für die Methylierung von H3K79m in humanen Spermien bestätigt [326]. Ergänzend zu den 

Färbungen, konnte H3K79me1 sowohl in den epididymalen Spermien der Prm2-Mäuse als 

auch in den humanen Spermien ohne signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen mit 

unterschiedlicher Protamin-Ratio mittels Massenspektrometrie (Abb. 43 A-B und Abb. 44 A-B) 

und Western Blot (Abb. 81 A-B und Abb. 83 A-B) nachgewiesen werden. Da der Verlust von 

Prm2 keine signifikanten Auswirkungen auf die Präsenz von H3K79me1 zeigte, scheint diese 

PTM nicht von den Folgen des Verlustes bzw. verringerter Prm2/PRM2-Level betroffen zu 

sein. Die vergleichbare und geringe Abundanz von H3K79me1 zwischen fertilen und 

subfertilen Spermien konnte zudem von Schon et al. beim Vergleich von normozoo- und 

asthenoteratozoospermischer Ejakulatproben aufgezeigt werden [72]. 

 

Im Gegensatz zur heterogenen Markierung von H3K79me1 in den Spermien der Prm2-Mäuse, 

steht die Markierung von H3K79me3, die für alle Genotypen gleichermaßen eine eindeutige, 

flächige für H3K79me3 positive Färbung im Zellkernbereich nahezu aller Spermien zeigte 

(Abb. 57 E-J). Dies spricht neben einer Unabhängigkeit von Prm2, für eine essentielle Rolle 

von H3K79me3 in der Aufrechterhaltung der heterochromatischen Struktur und deutet auf eine 

Rolle in der frühen Embryogenese hin [312, 332, 335]. Bei humanen Spermien wurde eine 

starke und eindeutige Markierung von H3K79me3 ausschließlich in mikrozephalen Spermien 

festgestellt, und dies gleichermaßen bei fertilen und subfertilen Spermien (Abb. 73). Die 

Bestätigung von vergleichbaren H3K79me3-Leveln zwischen den murinen und humanen 

Vergleichsgruppen wurde über die semi-quantitative Analyse mittels Western Blot erbracht 

(Abb. 81 A-B und Abb. 83 A-B). Ohne erkennbare signifikante Unterschiede in den Gruppen 

mit abweichender Protamin-Ratio kann davon ausgegangen werden, dass auch die 

Trimethylierung von H3K79 nicht durch die veränderten Protamin-Verhältnisse und deren 

Auswirkungen auf die Spermienchromatin-Integrität beeinflusst wird. 

 

Histon H4 Lysin 5, 8, 12 und 16 sind die ersten vier Lysine von Histon H4 und werden oftmals 

im Zuge der Hyperacetylierung bei der Chromatinumstrukturierung in Keimzellen als H4ac 

zusammengefasst [425–427]. Jeder der genannten Lysinreste kann acetyliert werden und 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Krej%C4%8D%C3%AD%2C+Jana
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lange Zeit wurde angenommen, dass diese Lysinreste ausschließlich acetyliert und nicht 

methyliert werden können (Tabelle 4) [428, 429]. Jedoch konnten aktuelle Studien aufzeigen, 

dass auch diese Lysinreste zumindest monomethyliert werden können, was aber in dieser 

Arbeit, aufgrund mangelnder Relevanz außen vorgelassen wurde [60, 430, 431]. Die 

Acetylierung der genannten Lysinreste von H4 kann durch verschiedene Histon-

Acetyltransferasen (HATs) katalysiert werden, wobei KAT2A, KAT5 und EP300 prominente 

Vertreter sind [55, 80, 92]. Acetylierte Lysinreste von H4 (H4K5ac, H4K8ac, H4K12ac und 

H4K16ac) sind eng mit transkriptioneller Aktivität assoziiert und spielen eine wesentliche Rolle 

in zellulären Prozessen wie der Chromatin-Kondensation, der Vermittlung der 

Doppelstrangbruch-Reparatur, der Zellzykluskontrolle und der DNA-Replikation [432–436]. 

Aufgrund des breiten Funktionsspektrums von H4ac konnten Zusammenhänge mit 

verschiedenen Erkrankungen, darunter entzündliche Krankheiten und Krebs, hergestellt 

werden [437–440]. Als sogenannte "Reader" von H4ac wurden Mitglieder der BET-Familie, 

darunter Brdt/BRDT und Brd4/BRD4, identifiziert, die über ihre Bromodomänen spezifisch an 

hyperacetyliertes H4 binden [59, 441]. Diese Proteine sind im Zuge der Spermatogenese an 

Prozessen wie der Histonverdrängung sowie dem Einbau von Transitionsproteinen beteiligt 

[55, 64, 442–444]. Infolge der H4-Hyperacetylierung verändert sich die Ladung des 

Chromatins, was einen euchromatischen Zustand fördert, die Neuordnung der Nukleosomen 

ermöglicht und Bindestellen für Proteine wie Mitglieder der BET-Familie (BRDT, BRD4) schafft 

[64, 92, 434]. Dementsprechend ist die H4-Hyperacetylierung, bei der mehrere  

N-terminale Lysinreste von H4 (H4K5, H4K8 und H4K12 usw.) gleichzeitig acetyliert werden, 

ein gut dokumentiertes Ereignis, das unmittelbar vor der Histonverdrängung auftritt und in allen 

Spezies beobachtet wird, die einen Austausch von Histonen gegen Protamine aufweisen [20, 

442, 445–447].  

 

Inwieweit sich die Bedeutung bzw. die Präsenz von H4ac für die murine und humane 

Spermatogenese durch aberrante Protamin-Verhältnisse verändert, wurde in dieser Arbeit 

durch verschiedene Färbungen, Western Blot Versuche und massenspektrometrische 

Analysen herausgestellt. In Testes der Prm2-Mäuse konnte jede der Acetylierungen in 

mehreren Zelltypen immunhistochemisch nachgewiesen werden, wobei sich die 

Expressionsmuster der jeweiligen PTM deutlich unterschieden und keinerlei signifikante und 

genotypbedingte Unterschiede ausgemacht werden konnten (Abb. 59-62 A-D). Was alle PTMs 

von H4ac gemein hatten, war die deutliche Färbung elongierender Spermatiden (Schritt 9-12), 

welche durch die Rolle als „Initiator“ für den Histon-Protamin-Austausch erklärt werden kann 

[295, 444, 448]. Entsprechend den Ergebnissen von Hazzouri et al., Ketchum et al. und 

Goossens et al. waren H4K5ac, H4K8ac und H4K12ac in Spermatogonien und präleptotänen 

Spermatozyten nachweisbar, verschwanden in pachytänen Spermatozyten, traten in 
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elongierenden Spermatiden wieder auf, fehlten in kondensierenden Spermatiden und trugen 

dabei zum euchromatischen Zustand sowie zur DNA-Replikation bei [366, 443, 444, 449]. Des 

Weiteren wurden H4K5ac und H4K8ac auch in leptotänen und zygotänen Spermatozyten der 

murinen Spermatogenese nachgewiesen, was ebenfalls von Shirakata et al. bestätigt wurde 

und in Zusammenhang mit der meiotischen Progression steht (Abb. 59 und Abb. 60, [450]).  

Zhao et al. stellten fest, dass die transkriptionelle Aktivität in der Interphase (Spermatogonien 

und Spermatozyten) zur Acetylierung von H4K5 und H4K12 führt, die während der Mitose 

erhalten bleibt [451]. Diese Modifikationen rekrutieren BRD4, welches die lokale 

Chromatinstruktur dekondensiert und somit die transkriptionelle Aktivierung fördert [451]. Die 

temporäre Deacetylierung, die für H4K5ac, H4K8ac und H4K12ac zwischen präleptotänen 

Spermatozyten bzw. zygotänen Spermatozyten und elongierenden Spermatiden festgestellt 

wurde, ist bereits mehrfach beschrieben worden und könnte auf alternative Mechanismen 

hinweisen, die eine transkriptionelle Aktivität ohne Acetylierung ermöglichen (Abb. 59-61 A-D, 

[295, 444]. Als H4K5ac exklusive Färbung wurden positive runde Spermatiden ermittelt, die 

größtenteils eine schwache Intensität aufwiesen und daher mit den Ergebnissen von  

Shirakata et al. übereinstimmten [450]. Vermutlich unterstützt H4K5ac die noch bestehende 

transkriptionelle Aktivität in runden Spermatiden, da eine vorzeitige Markierung der zu 

verdrängenden Histone durch den deutlich späteren Einsatz der Transitionsproteine 

unwahrscheinlich erscheint [443, 450]. Vereinzelt konnten (nur in Het-Tieren) elongierte 

Spermatiden als H4K5ac-positiv identifiziert werden, was vermutlich auf eine Überfärbung 

zurückzuführen ist (Abb. 59 B und D). Aufgrund der zahlreichen vorherigen Färbungen wurden 

diese nicht weiter berücksichtigt, da eine ausreichende Dekondensation und Sensitivität für 

einen echten positiven Nachweis der geringen Mengen an H4K5ac in elongierten Spermatiden 

als äußerst unwahrscheinlich gelten. Für H4K16ac war die Färbung elongierender 

Spermatiden, die einzige detektierbare Färbung und ist über dessen Funktion, der Prävention 

einer Ausbildung kompakter Chromatinfasern, erklärbar (Abb. 62 A-D, [92]). Eine quantitative 

Analyse der relativen Abundanz von H4ac in der murinen Spermatogenese von Luense et al. 

konnte zudem unterstützend aufzeigen, dass die Acetylierung von H4K8, H4K12 und H4K16 

zwischen meiotischen Zellen (primäre und sekundäre Spermatozyten) und runden 

Spermatiden zunahm und die Acetylierung von H4K5 zwischen den genannten Zelltypen 

abnahm (Fig. 2, [60]). Außerdem wurde die Abwesenheit von H4ac in elongierten 

Spermatiden, neben den hier gezeigten Färbungen, auch durch Western Blot Ergebnisse von 

Luense et al. bestätigt (Additional File 5 [60]) und wird anhand des abgeschlossenen Histon-

Protamin-Austausches und transkriptioneller Inaktivität, infolge eines heterochromatischen 

Zustandes, erklärt [295, 443, 444, 450].  
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Für die humane Spermatogenese konnte von Sonnack et al. ein zur murinen Spermatogenese 

vergleichbares Expressionsmuster für H4ac ermittelt werden, bei dem elongierende 

Spermatiden und Spermatogonien ein starkes und runde Spermatiden sowie präleptotäne 

Spermatozyten ein schwaches Signal zeigten (Fig. 2 und 3, [77]). Der Vergleich mit der 

gestörten Spermatogenese infertiler Männer zeigte ein identisches Expressionsmuster, wies 

jedoch einen signifikant geringeren Anteil an immunpositiven Spermatiden auf [77]. Die 

gestörte humane Spermatogenese konnte mit reduzierter H4-Hyperacetylierung und einem 

beeinträchtigten Histon-Protamin-Austausch assoziiert werden, was im Kontrast zu den 

Ergebnissen der Prm2-defizienten Mäuse steht, bei denen keine Auswirkungen eines Verlusts 

von Prm2 auf die Acetylierung von H4 festgestellt wurden [77]. Letztlich verlief die 

Spermatogenese der Prm2-Mäuse in den Samenkanälchen unabhängig von den Protamin-

Verhältnissen normal und stimmte mit den Ergebnissen anderer Histon-PTMs überein. 

 

Obwohl Färbungen und Immunoblot-Analysen auf einen Verlust von H4ac in elongierten 

Spermatiden der Testes von Maus und Mensch hindeuten, konnten in epididymalen Spermien 

von Prm2-defizienten Mäusen sowie in menschlichen Spermien bestimmte Acetylierungen von 

H4 durch verschiedene Methoden nachgewiesen werden. Dies stellt den vollständigen Verlust 

von H4ac in elongierten Spermatiden in Frage, zeigt die Limitierung der Nachweismethoden 

auf oder deutet auf eine Re-Acetylierung in Spermien während der Passage durch die 

Epididymis hin. Massenspektrometrische Analysen von Luense et al., die im Rahmen dieser 

Arbeit durchgeführte Massenspektrometrie sowie etliche weitere Publikationen konnten 

aufzeigen, dass trotz des geringen Anteils an verbliebenen Histonen nach dem Histon-

Protamin-Austausch ein ganzes Spektrum an Histonmodifikationen und u.a. auch 

Acetylierungen von H4 in murinen und humanen Spermien detektierbar bleiben (Abb. 43 und 

Abb. 44, Abb. 81 und 83 [60, 230, 326, 350, 352]). In den durchgeführten massenspektro-

metrischen Analysen der epididymalen Spermien von Prm2-Mäusen sowie fertilen und 

subfertilen Männern konnten für H4 ausschließlich signifikante Unterschiede in der 

Acetylierung zwischen den Vergleichsgruppen nachgewiesen werden (Abb. 43 B und  

Abb. 44 B). Signifikante Unterschiede zeigten sich für H4K5ac K8ac K12ac K16unmod und 

H4K5ac K8ac K12ac K16ac sowohl bei murinen als auch bei humanen Spermien. 

Dementsprechend könnte ein geringeres Level an H4ac auch mit einem verringerten  

Protamin 2-Gehalt und verminderter Fertilität bzw. Infertilität assoziiert sein. Inwieweit diese 

verringerten H4ac-Level erst in der Epididymis auftreten oder bereits im Samenkanälchen zu 

finden sind, ist nicht differenzierbar, da immunhistochemische Färbungen an murinen 

Testisschnitten keine Rückschlüsse bezüglich der Abundanz der jeweiligen, gefärbten PTM 

zuließen. Jedoch deuten die Ergebnisse von Sonnack et al. für humane Proben mit 

eingeschränkter Fertilität auf einen Abfall von H4ac bereits im Samenkanälchen hin, sodass 
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Veränderungen der H4ac Präsenz im Testis von Mäusen mit abweichender Protamin-Ratio 

nicht ausgeschlossen werden können [77]. Dementgegen stehen die vorherigen Ergebnisse 

für testikuläre Zelltypen der Prm2-Mäuse, bei denen keine Unterschiede im Testis festgestellt 

werden konnten und ein Einfluss der abweichenden Protamin-Ratio erst während der Passage 

durch die Epididymis auftrat [125, 214].  

 

Da aus den massenspektrometrischen Ergebnissen nicht eindeutig hervorging, welche der 

untersuchten acetylierten Lysinreste von H4 in subfertilen oder infertilen Spermien nur noch in 

reduzierter Form vorliegen, wurden Folgetests für die einzelnen PTMs durchgeführt. Bei 

epididymalen Spermien der Prm2-Mäuse zeigten immunfluoreszente Färbungen gegen 

H4K5ac und H4K12ac deutliche Unterschiede beim Vergleich der Genotypen, wohingegen 

H4K8ac und H4K16ac diesbezüglich unauffällig blieben (Abb. 59-62 E-J). Die vermeintlich 

verringerte Präsenz von H4K5ac in Prm2-defizienten Spermien konnte durch Western Blot-

Analysen bestätigt werden (Abb. 81 A und C). H4K5ac wurde eindeutig in Spermien von 

Prm2+/+ und Prm2+/- nachgewiesen, während es in Spermien der Prm2-/--Tiere deutlich 

schwächer und seltener detektierbar war (Abb. 59 E-J und Abb. 81 A und C). 

Interessanterweise zeigte sich ein ähnliches Muster bei Spermien von fertilen und subfertilen 

Männern, wobei subfertile Spermien eine signifikant schwächere Markierung für H4K5ac 

aufwiesen (Abb. 75) und im Western Blot ein deutlich geringeres Signal lieferten als fertile 

Spermien (Abb. 83 A und C). Entgegen den von La Spina et al. veröffentlichten Ergebnissen, 

die die Persistenz von Histon-Acetylierungen in humanen Spermien nach der Ejakulation 

infrage stellen, konnte in dieser Arbeit die Präsenz von H4ac, hier speziell von H4K5ac, 

mehrfach bestätigt werden. Dies legt nahe, dass diese posttranslationalen Modifikation eine 

funktionale Bedeutung für Spermien und die frühe Embryogenese haben könnte. 

 

Als zweite beeinflusste PTM von H4ac konnte H4K12ac ermittelt werden. Der sukzessive 

Abfall von H4K12ac von Wildtyp-Spermien hin zu Prm2-defizienten Spermien sowie der 

signifikante Unterschied zwischen humanen Spermien fertiler und subfertiler Männer wurde 

durch die immunfluoreszenten Färbungen (Abb. 61 E-J und Abb. 77) vermutet und konnte 

durch Western Blot Versuche bestätigt werden (Abb. 81 A, C und Abb. 83 A, C). H4K12ac ist 

in der Nähe der Transkriptionsstartstellen von Entwicklungsgenen angereichert, die zudem 

eine hohe Expression in der frühen Zygote aufweisen [308, 316]. Daher könnten veränderte 

Anteile von H4K12ac auch einen Einfluss auf die Embryonalentwicklung haben [309]. 

Schließlich können H4K5ac und H4K12ac, als die beiden posttranslationalen Modifikationen 

angenommen werden, die mit den verringerten Leveln von H4ac in Maus und Mensch bei 

abweichender Protamin-Ratio in Verbindung stehen. Basierend auf den murinen Ergebnissen 

und der Assoziation von subfertilen humanen Spermien mit einer abweichenden Protamin-
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Ratio könnte vermutet werden, dass die Protamine und insbesondere Protamin 2, in direkter 

oder indirekter Weise mit der Acetylierung von H4K5 und H4K12 verknüpft sind. Die 

verringerten Level von H4K5ac und H4K12ac könnten jedoch auch die Folge sekundärer 

Effekte, wie dem Verlust der DNA-Integrität, oder Konsequenzen eines durch Prm2-Mangel 

gestörten Histon-Protamin-Austauschs sein. Die Prm2-Defizienz beeinträchtigt 

Spermienelongation und -kondensation, Prozesse, die typischerweise mit einer 

Hyperacetylierung verbunden sind, um den Histon-Protamin-Austausch zu fördern, was die 

Annahme verringerter H4ac als sekundären Effekt stützt [55, 450, 452]. Für Prm2-/- deuten 

vorausgegangen Untersuchungen darauf hin, dass der nahezu vollständige Verlust von H4ac 

das Ergebnis einer Selbstzerstörungskaskade der Spermien ist, die durch fehlerhafte DNA-

Protaminierung ausgelöst wird [214]. Bei Prm2+/- und subfertilen humanen Spermien könnte 

jedoch auch eine Fehlregulation von HATs oder von Readern der Acetylierung von H4 in 

Betracht gezogen werden. Aus diesem Grund wurde eine kleine Auswahl potentieller 

Kandidaten auf transkriptioneller Ebene untersucht (Abb. 84 und Abb. 85). Zum einen wurde 

die Lysin-Acetyltransferase Kat2a/KAT2A in murinen und human Proben analysiert, welche 

die ersten vier Lysine von H4 acetylieren kann, und zum anderen die beiden Mitglieder der 

BET-Familie, testisspezifisches Brdt/BRDT und Brd4/BRD4, die mit ihren Bromodomänen 

spezifisch an hyperacetyliertes H4 binden (Abb. 84 und 85, [79, 85, 219, 453]. Es wurden keine 

Unterschiede in der relativen Expression beim Vergleich der Prm2-Mäuse für Testis und 

epididymale Spermien oder beim Vergleich von Spermien fertiler und subfertiler Männer 

festgestellt, was darauf hindeutet, dass die ausgewählten Kandidaten vermutlich nicht an den 

reduzierten Leveln von H4ac beteiligt sind. Aufgrund des begrenzten Probenmaterials konnte 

eine weiterführende Untersuchung der Ursachen für die verringerten H4ac-Spiegel nicht 

erfolgen, sodass zukünftige Studien hier ansetzen könnten, um die möglicherweise gestörten 

Mechanismen aufzudecken. 

 

Im Hinblick auf, die zumindest laut Western Blot, unauffälligen PTMs H4K8ac und H4K16ac 

konnten grundlegende Unterschiede der Immunfärbungen zwischen Maus und Mensch 

aufgezeigt werden (Abb. 81 A, C und Abb. 83 A, C). H4K8ac war in epididymalen Spermien 

aller Prm2-Mäuse kaum detektierbar (Abb. 60), wohingegen fertile humane Spermien nicht nur 

eine Zellkernfärbung (Abb. 76 A-C), sondern auch ein Western Blot Signal auf Level der 

anderen H4ac PTMs zeigten (Abb. 83 A, C). Demgegenüber stand der immunfluoreszente 

Nachweis von H4K8ac in subfertilen humanen Spermien, bei dem eine verminderte Anzahl an 

immunpositiven Spermien detektiert wurde (Abb. 76 D-F). Die augenscheinlich verminderten 

Level von H4K8ac konnten jedoch mittels Western Blot nicht quantitativ bestätigt werden, 

wodurch die Rolle von H4K8ac bei verminderter Fertilität weiterhin unklar bleibt (Abb. 83 A  

und C). Da H4K8ac im Testis der Prm2-Mäuse in mehreren Zelltypen detektierbar war, aber 
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kaum in epididymalen Spermien nachweisbar ist, lässt sich hypothetisieren, dass diese PTM 

für den Histon-Protamin-Austausch von Bedeutung ist, jedoch im Verlauf dieses Prozesses 

weitgehend verdrängt wird und keinen signifikanten Einfluss auf nachgeschaltete Abläufe zu 

haben scheint [59]. Ebenso zeigte H4K16ac deutliche interspezifische Differenzen, welche 

sich in Abundanz und Färbeprofil äußerten. In murinen Spermien konnte unabhängig vom 

Genotyp eine teilweise zweiteilige und eindeutige Zellkernfärbung in einem Großteil aller 

Spermien erkannt werden (Abb. 62), wohingegen H4K16ac in humanen Spermien nur selten 

nachgewiesen werden konnte (Abb. 78). Entsprechende quantitative Analysen über Western 

Blot bestätigten die Annahme ausbleibender Differenzen für H4K16ac zwischen den 

intraspezifischen Vergleichsgruppen und die fehlende Relevanz in Bezug auf die Fertilität der 

untersuchten Gruppen (Abb. 81 A, C und Abb. 83 A, C). Da Bedi et al. zeigen konnten, dass 

H4K16ac während der Passage durch die Epididymis in Spermien zunimmt und  

Ketchum et al. die Bedeutung dieser PTM für unter anderem die Histonverdrängung in bovinen 

Spermien nachgewiesen haben, ist es verwunderlich, dass es keine Unterschiede zwischen 

den Gruppen mit unterschiedlicher Spermienqualität gab, was einen Einfluss der Protamin-

Ratio auf die Acetylierung von H4K16 ausschließt [350, 443]. 

 
Letztlich konnte unterstützend zu anderen Studien gezeigt werden, dass ein fehlerhafter 

Histon-Protamin-Austausch, infolge einer aberranten Protamin-Ratio, die für viele 

entwicklungsrelevante Gene notwendige Acetylierung von H4 (H4K5 und H4K12), negativ 

beeinflusst und sich somit auch auf die Fertilität von Maus und Mensch auswirkt [72, 77, 308, 

448, 454]. Weitere Studien an Spermien von Bullen und Menschen unterstützen die 

Hypothese, dass reduzierte H4ac-Level mit einer verminderten Chromatin-Kondensation und 

damit verbundenen abnormalen Spermiogenese sowie Sub- und Infertilität in Zusammenhang 

stehen [72, 308, 455] 

 

Histon H4 Lysin 20 stellt die letzte analysierte Position von H4 dar und kann acetyliert 

(H4K20ac) oder methyliert werden (H4K20me1-3) [92, 456–459]. Konträr zu den bereits 

beschriebenen Lysinen von H4, steht bei Lysin 20 die Methylierung und nicht die Acetylierung 

im Vordergrund, was sich auch in der Anzahl der jeweiligen Publikationen niederschlägt 

(Tabelle 4). Dementsprechend war H4K20ac, welches in einer der wenigen existierenden 

Studien mit Genrepression assoziiert werden konnte, kein Bestandteil der PTM-Analyse für 

die murine und humane Spermatogenese in dieser Arbeit [456]. Methylierungen von H4K20 

sind vor allem aufgrund der vielfältigen Funktionen in den Fokus der Forschung geraten. Die 

Monomethylierung (H4K20me1) konnte mit transkriptioneller Aktivität, Zellzykluskontrolle und 

Chromatin-Kondensation assoziiert werden, ist zusammen mit H3K9me1 in bestimmten 

Regionen stillen Chromatins im Epigenom von Säugern vorzufinden und spielt zudem, 
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zusammen mit H4K20me2 eine Rolle bei Mitose und Zytokinese [342, 460–462]. Lysine (K) 

methyltransferase 5A (KMT5A) ist das einzige bekannte Enzym, das die Monomethylierung 

von H4K20 katalysiert und dabei spezifisch H4K20me1 erzeugt [459, 463]. H4K20me2 besitzt 

ähnliche Funktionen wie die monomethylierte Modifikation von H4K20 und konnte außerdem 

zusammen mit H4K20me1 mit der Reparatur von DNA-Schäden in Verbindung gebracht 

werden [464–468]. Im Gegensatz zur Mono- und Dimethylierung von H4K20, steht die 

Modifikation der Trimethylierung (H4K20me3) für reprimierte Transkription und ist vor allem in 

heterochromatischen Regionen detektierbar [342, 466, 469]. Die Di- und Trimethylierung von 

H4K20 wird durch die hochhomologen Enzyme KMT5B und KMT5C katalysiert, wobei auch 

Methyltransferasen der Nuclear Receptor SET Domain-containing (NSD)-Familie an der 

Methylierung von H4K20 beteiligt sind [459, 463]. Die Pathologie des Menschen betreffend, 

konnten Methylierungen von H4K20 mit Krebs oder auch neurologischen Erkrankungen 

assoziiert werden [383, 437, 470, 471].  

 

Inwiefern die Methylierungen von H4K20 in der murinen und humanen Spermatogenese 

präsent sind, wurde u.a. durch die massenspektrometrischen Analysen von Luense et al. 

aufgezeigt. Beginnend mit H4K20me1 in den frühen Stadien der Spermatogenese zeigte sich 

im Verlauf ein Übergang zu den di- und trimethylierten Formen in elongierenden Spermatiden 

und Spermatozoen, wobei H4K20me3 als die vorherrschende PTM in murinen Spermien und 

H4K20me2 in humanen Spermien identifiziert wurde (Fig. 2 und 3, [60]). Demzufolge 

beschränkten sich die Untersuchungen für Prm2-Mäuse und humane Spermien auf die Di- und 

Trimethylierung von H4K20. Diese hatten unterschiedliche Expressionsmuster in den Zellen 

der Samenkanälchen von Prm2-Mäusen. H4K20me2 konnte in Spermatogonien, (prä-) 

leptotänen Spermatozyten und elongierenden Spermatiden, unabhängig vom Prm2-Level 

detektiert werden (Abb. 63), wohingegen H4K20me3 neben einer schwachen und seltenen 

Färbung von Spermatogonien, ausschließlich in elongierenden Spermatiden ausgemacht 

werden konnte (Abb. 64 A-D). Bei beiden Methylierungsformen (H4K20me2/3) wurde ein 

starker epigenetischer Einfluss auf die Differenzierung von Spermatogonien nachgewiesen, 

sodass die vorliegenden Färbungen als Bestätigung dieser Erkenntnisse angesehen werden 

können [59, 472]. Die für unterschiedliche Protamin-Level entscheidende Färbung der 

elongierten Spermatiden für H4K20me2, konnte im Rahmen der Doktorarbeit von Sabrina 

Elisabeth Gies bestätigt werden [473]. Allerdings zeigten Shirakata et al., anhand 

immunfluoreszenter Färbungen, ein abweichendes Expressionsmuster für H4K20me2 im 

murinen Testis [450, 473]. Die oben genannten massenspektrometrischen Analysen von 

Luense et al. unterstützen, die in dieser Arbeit und von Frau Gies, PhD festgestellten 

Färbungen in elongierten Spermatiden und stellen dementsprechend die Ergebnisse von 

Shirakata et al. in Frage. Welche Aufgabe H4K20me2 in elongierenden Spermatiden erfüllt, 
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ist nicht ganz klar, da die genannten Funktionen für DNA-Schäden Reparatur oder DNA-

Replikation eher zu der Färbung in Spermatogonien und primären Spermatozyten passen. Da 

in elongierten Spermatiden keine weitere Zellteilung erfolgt, verbleibt die Frage, ob H4K20me2 

mögliche DNA-Schäden in elongierten Spermatiden anzeigt oder schlichtweg mit anderen 

PTMs zur Chromatinumstrukturierung beiträgt [474]. Für eine letztliche Aufklärung wären 

weitere Studien erforderlich. Entsprechend der Eigenschaften von H4K20me3, als Marker 

heterochromatischer Regionen und transkriptioneller Inaktivität, war die Färbung in 

elongierenden Spermatiden der Prm2-Mäuse zu erwarten und konnte durch weitere Studien 

verifiziert werden [60, 429, 473]. 

 

Für die humane Spermatogenese konnte H4K20me2, neben immunpositiven runden 

Spermatiden, in Testisschnitten mit NSP ein Expressionsmuster ermittelt werden, das dem der 

Prm2-Mäuse vergleichbar war (Fig. 30, [473]). Das Aufkommen in runden und elongierenden 

Spermatiden konnte zudem von de Vries et al. bestätigt werden und deutet auf eine Rolle in 

der Chromatinumstrukturierung hin [354]. Bei H4K20me3 ließen sich größere Unterschiede 

zwischen den Expressionsmustern von Maus und Mensch feststellen. Zusätzlich zur Färbung 

von elongierenden Spermatiden und Spermatogonien in Prm2-Mäusen zeigten humane 

Testisschnitte immunpositive (prä-)leptotäne Spermatozyten und runde Spermatiden (Fig. 34, 

[473]). Da auch andere Studien von H4K20me3 positiven runden und elongierenden 

Spermatiden berichten, ist davon auszugehen, dass analog zu H4K20me2 die korrekte 

Chromatinumstrukturierung von H4K20me3 begleitet wird [354, 475]. Bedauerlicherweise 

ließen sich keine Nachweise für H4K20me2/3 im humanen Testis mit gestörter 

Spermatogenese finden. Da ein Vergleich mit SDA keinen Mehrwert in Bezug auf die 

Protamin-Ratio gehabt hätte, wurde in dieser Arbeit darauf verzichtet. Dementsprechend muss 

über die in Folge zu diskutierenden Ergebnisse für humane Spermien, die Relevanz von 

H4K20me2/3 für eine normale Spermatogenese evaluiert werden.  

 

Immunfluoreszente Färbungen gegen H4K20me3 zeigten zwischen fertilen und subfertilen 

Spermien vergleichbare Level und eine identische Lokalisierung für H4K20me3 (Abb. 79). 

Zusammen mit der massenspektrometrischen Analyse (Abb. 44 B) und den Western Blot 

Ergebnissen (Abb. 83 A und C) konnte kein signifikanter Unterschied für Fertil vs. Subfertil 

identifiziert werden. Diese Resultate gehen mit denen von Schon et al. publizierten Daten 

einher, sodass H4K20me3 trotz verschiedenster Abnormalitäten und Protamin-Verhältnisse in 

gleichem Maße detektierbar bleibt (Fig. 3, [72]). Für die Prm2-Mäuse zeigte sich analog dazu, 

das gleiche Muster, bei dem weder durch Färbungen (Abb. 64 E-J), noch durch 

Massenspektrometrie (Abb. 43 B) oder Western Blot (Abb. 81 A und C) signifikante 

Unterschiede zwischen den epididymalen Spermien der Genotypen identifiziert werden 
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konnten. Mit Blick auf die Dimethylierung von H4K20 konnte diese als eine der häufigsten 

PTMs in murinen und humanen Spermien bestätigt werden [60, 72, 350]. Die von Schon et al. 

berichtete verringerte Abundanz von H4K20me2 in nicht normozoospermischen Ejakulaten, 

konnte weder für die murinen, noch für die humanen Proben dieser Arbeit identifiziert werden 

[72].  

 

Letztlich kann postuliert werden, dass Methylierungen von H4K20 in der murinen und 

humanen Spermatogenese für eine erfolgreiche Chromatinumstrukturierung und die 

Aufrechterhaltung des kondensierten Chromatins benötigt werden und diese auch bei 

abnormalen Spermien und abweichender Protamin-Ratio in gleichem Maße zu finden sind. 

Dies und die Tatsache, dass H4K20me3 vom paternalen Chromatin an den Embryo vermittelt 

wird, unterstreichen die Bedeutung dieser PTM für eine korrekte Spermatogenese [59, 312]. 
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6. Zusammenfassung/Summary 

6.1 Zusammenfassung 

Protamin 2 (Prm2/PRM2) zusammen mit Protamin 1 (Prm1/PRM1) sind die beiden Protamine, 

die in murinen und humanen Spermien vorkommen. Bei der Kondensation des Chromatins 

männlicher Keimzellen im Laufe der Spermatogenese werden nahezu alle Histone durch die 

beiden Protamine in einer speziesspezifischen Ratio ersetzt. Abweichende PRM1/PRM2-

Verhältnisse sind mit Sub- und Infertilität Mäusen als auch bei Männern assoziiert. Aufgrund 

eines unvollständigen Histon-Protamin-Austausches verbleibt ein geringer Anteil an Histonen 

(1-15%) DNA-gebunden. Die genregulatorischen Funktionen dieser Histone, die durch 

posttranslationale Modifikationen (PTMs) vermittelt werden, sind für die Entwicklung der 

Spermien und die frühe Embryogenese von großer Bedeutung. Im Rahmen dieser Arbeit 

wurde mittels Gewebe- und Spermienproben von Prm2-defizienten Mäusen und subfertilen 

Männern untersucht, inwieweit verringerte Prm2-Level bis hin zum vollständigen Verlust von 

Prm2 und der dadurch bedingten Verschiebung der Protamin-Ratio zu Veränderungen der 

Spermienentwicklung und -qualität führen. Dabei waren testikuläre Spermien von den 

Auswirkungen einer abweichenden Protamin-Ratio bzw. Prm2-Defizienz nicht betroffen. 

Jegliche Folgen traten exklusiv in den Spermatozoen von Mäusen und Männern auf. Neben 

der fehlerhaften Protaminierung wiesen die Spermatozoen mit abnormalem Protamingehalt 

verschiedene pathomorphologische Veränderungen und einen Verlust des Fertilitätspotentials 

auf. Im Vergleich zu Spermien von fertilen Mäusen und Männern wiesen Spermatozoen mit 

abweichender Protamin-Ratio signifikant kleinere Köpfe und eine schwächere Kernfärbung 

auf. Die erhöhten Werte des oxidativen Stressmarkers 8-OHdG und des DSB-Markers γH2A.X 

in diesen Spermatozoen deuten darauf hin, dass oxidativer Stress vorherrscht und 

möglicherweise einen bedeutenden Beitrag zur beobachteten DNA-Fragmentierung leistet. 

Einschränkungen der Motilität sowie Immotilität konnten auf Membranschäden und einen 

gestörten Ca2+-Influx zurückgeführt werden, wobei sich CatSper1 als ein geeigneter Marker 

für Spermienmotilität herausstellte. Durch massenspektrometrische Analysen der 

posttranslationalen Modifikationen (PTMs) der Histone H3 und H4 in murinen und humanen 

Spermien mit unterschiedlichem Protamingehalt und Spermienqualität wurden signifikante 

Veränderungen in den Methylierungs- und Acetylierungsprofilen festgestellt. Spermatozoen 

mit verringertem Prm2/PRM2-Gehalt wiesen eine geringere Acetylierung des Histons H4 

(H4ac) auf, ein Ergebnis, das bei beiden Spezies übereinstimmte. Im Detail wurden H4K5ac 

und H4K12ac als die beiden Modifikationen identifiziert, die im Vergleich zur Kontrollgruppe 

vermindert sind. Auf der Grundlage der in dieser Arbeit gewonnenen Daten hat der Prm2-

Mangel in Mäusespermien einen Einfluss auf den Grad des oxidativen Stresses, die DNA-
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Fragmentierung, die Größe des Spermienkopfes, die Motilität und insbesondere das 

epigenetische Profil in Form von PTMs der Kernhistone H3 und H4. Humane subfertile 

Spermien mit einer abweichenden Protamin-Ratio wiesen ähnliche Defekte auf, die jedoch 

durch andere Faktoren als die festgestellte Abweichung des Protamingehaltes verursacht 

werden könnten. Die genauen Mechanismen für die Entstehung solcher Defekte müssen 

jedoch in zukünftigen Forschungen noch ermittelt werden. 

 

6.2 Summary  

Protamine 2 (Prm2/PRM2), together with Protamine 1 (Prm1/PRM2), represent the two 

protamines found in murine and human sperm. During spermiogenesis in haploid male germ 

cells, chromatin undergoes significant condensation, a phase in which most histones are 

replaced by a species-specific ratio of these two protamines. Altered PRM1/PRM2 ratios are 

associated with subfertility and infertility in both male mice and men. Due to incomplete 

histone-to-protamine exchange, a portion of histones (1-15%) remains bound to DNA. The 

gene-regulatory functions of these histones, mediated by post-translational modifications 

(PTMs), are important for sperm development and embryogenesis. In this study, material from 

Prm2-deficient mice and subfertile men with altered PRM1/PRM2 ratios was analysed to 

investigate the extent to which reduced Prm2 levels, up to a complete loss of Prm2, and the 

resulting shift in the protamine ratio affect sperm development and quality. While testicular 

sperm showed no impact from an abnormal protamine ratio, the effects of diminished 

Prm2/PRM2 levels, including Prm2 deficiency, occurred exclusively in murine and human 

spermatozoa. In addition to defective protamination, spermatozoa from mice and humans with 

an abnormal protamine ratio exhibited various pathomorphological changes and a loss of 

fertility potential. Spermatozoa with a severely altered protamine content exhibited significantly 

smaller heads and weaker nuclear staining compared to spermatozoa from fertile mice and 

men. The elevated levels of the oxidative stress marker 8-OHdG and the DSB marker γH2A.X 

in these spermatozoa suggest that oxidative stress is prevalent and may be a significant 

contributor to the observed DNA fragmentation. Limitations in motility, as well as immotility, 

could be connected to membrane damages and impaired Ca2+-influx, whereby CatSper1 

proved to be a suitable marker sperm motility. Through mass spectrometric analysis, 

significant changes in the methylation and acetylation profiles (PTMs) of histones H3 and H4 

were identified in murine and human sperm with varying protamine ratios and sperm quality. 

Sperm with decreased Prm2/PRM2 content demonstrated reduced levels of acetylation in 

histone H4 (H4ac), a finding that was consistent across both species. In particular, H4K5ac 

and H4K12ac were found to be the two modifications that decrease when compared to the 

control group. The data obtained in this study indicate that decreased Prm2 levels and 



 Zusammenfassung/Summary I Alexander Kruse 

 
 - 192 - 

 

especially Prm2-deficiency in murine spermatozoa affect oxidative stress levels, DNA 

fragmentation, sperm head size, motility, and, notably, the epigenetic profile in the form of post-

translational modifications (PTMs) of nuclear histones H3 and H4. Subfertile human sperm 

with aberrant protamine ratio show similar defects, but these could be caused by other factors 

than the detected deviation of protamine levels. The exact mechanisms underlying the 

formation of such defects remain to be determined in future research.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 86: Grafische Zusammenfassung der Arbeit. 

Schematisch dargestellt sind die in dieser Arbeit beobachteten Veränderungen infertiler muriner 
Spermien und subfertiler humaner Spermien. Legende: Nukleus (dunkelblau), Akrosom (grau), 
Mitochondrien (gelb), Fertile Spermien (grün), Infertile/Subfertile Spermien (rot). 
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8.3 Abkürzungsverzeichnis 

Abkürzung Vollform 

°C Grad Celsius 

µ Mikro 

8-OHdG 8-Hydroxydesoxyguanosin 

A Adenin 

Abb. Abbildung 

ac Acetylierung 

AEC 3-Amino-9-ethylcarbazol 

AP Alkalische Phosphatase 

APS Ammoniumperoxodisulfat 

Aqua dest. Aqua destillata (destilliertes Wasser) 

as antisense 

b  Basen 

BCIP 5-Brom-4-Chlor-3-indolylphosphat 

BET Bromodomäne und extraterminalen Domäne 

bp Basenpaare 

Brd4 Bromodomain-containing protein 4 

Brdt Bromodomain testis-specific protein 

BSA Bovine Serum Albumine 

bzw. beziehungsweise 

C Cytosin 

c Anzahl Chromatiden 

ca. circa 

CASA Computer assisted sperm analysis 

CatSper1 cationic channel of sperm 1 

cDNA complementary DNA 

CRISPR/Cas9 Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 

Repeats/CRISPR associated protein 9 

d.h. das heißt 
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Da Dalton 

ddH2O doppelt destilliertes Wasser 

DEPC Diethylpyrocarbonat 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA  desoxyribonucleic acid 

dNTP Desoxynukleosidtriphosphate 

Dot1/Dot1L disruptor of telomeric silencing-1 

DSB Doppelstrangbruch 

DTT 1,4-Dithiothreitol 

E.coli Escherichia coli 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

EP300 E1A binding protein p300 

EtOH Ethanol 

Fig. Figure 

FM Fluoreszenzmikroskopie 

g Gramm 

G Guanin 

ggf. gegebenenfalls 

h Stunde 

H Histon 

H3.3S31ph Phosphorylierung des Serins S31 am Histon 3.3 

H3.3A H3.3 Histon A [Homo sapiens] 

H3.3B H3.3 Histon B [Homo sapiens] 

H3f3a H3.3 Histon A [Mus musculus] 

H3f3b H3.3 Histon B [Mus musculus] 

H3K27ac Acetylierung der Lysins K27 am Histon H4 

H3K27me1 Monomethylierung des Lysins K27 am Histon H3 

H3K27me3 Trimethylierung des Lysins K27 am Histon H3 

H3K36me2 Dimethylierung des Lysins K36 am Histon H3 

H3K4me3 Trimethylierung des Lysins K4 am Histon H3 

H3K79me1 Monomethylierung des Lysins K79 am Histon H3 
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H3K79me3 Trimethylierung des Lysins K79 am Histon H3 

H3K9ac  Acetylierung des Lysins K9 am Histon H3 

H3K9me1 Monomethylierung des Lysins K9 am Histon H3 

H3K9me2 Dimethylierung des Lysins K9 am Histon H3 

H3R17 Arginin R17 des Histons H3 

H3R8 Arginin R8 des Histons H3 

H3S10ph Phosphorylierung des Serins S10 am Histon H3 

H4ac Acetylierung von Lysin 5, 8, 12 & 16 am Histon 4 

H4K12ac Acetylierung des Lysins K12 am Histon H4 

H4K16ac Acetylierung des Lysins K16 am Histon H4 

H4K20me2 Dimethylierung des Lysins K20 am Histon H4 

H4K20me3 Trimethylierung des Lysins K20 am Histon H4 

H4K5ac Acetylierung des Lysins K5 am Histon H4 

H4K8ac Acetylierung des Lysins K8 am Histon H4 

HAT Histon-Acetyltransferase 

HCl Salzsäure/Hydrogenchlorid 

HDAC Histon-Deacetylasen 

HDM Histon-Demethylase 

Het Heterozygot 

HMT Histon-Methyltransferase 

Hoechst Hoechst 33342/Bisbenzimid H 33342 

ICSI Intrazytoplasmatische Spermieninjektion 

Ig Immunoglobulin(e) 

IgG Immunoglobulin G 

IVF In-vitro-Fertilisation 

K (Aminosäurecode) Lysin 

Kat2a/KAT2A K (Lysin) Acetyltransferase 2a 

Kat5/KAT5 K (Lysin) Acetyltransferase 5 

kb Kilobasen 

kDa Kilodalton 

Ko Knockout 
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kV Kilovolt 

l Liter 

LB Lennox broth 

LC-MS/MS bottom-up Liquid-chromatography-mass 

spectrometry/mass spectrometry 

LIS 3,5-Diiod-salicylsäure Lithiumsalz 

LM Lichtmikroskopie 

M Molar (mol/l) 

m/z Masse/Ladungsverhältnis 

mA Milli-Ampere 

me Methylierung 

mg Milligramm 

MGI Mouse Genome Informatics  

min Minute 

ml Milliliter 

mM Millimolar 

mRNA messenger RNA 

ms Millisekunde 

MS Massenspektrometrie 

n Anzahl Chromosomensatz 

n =  number of samples to be tested 

NaCl Natriumchlorid 

NBT Nitroblau-Tetrazoliumchlorid 

ng Nanogramm 

nm Nanometer 

NSP Normale Spermatogenese 

OAT Oligoasthenoteratozoospermie 

P1 Protamin 1 (Protein) 

P2 Protamin 2 (Protein) 

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese 

PAS periodic acid-Schiff 
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PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung  

(phosphate buffered saline = PBS) 

PBST PBS mit Tween 20 

PCR polymerase chain reaction 

PFA Paraformaldehyd 

pH  potentia hydrogenii 

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 

PNA Lectin Lectin PNA from Arachis hypogaea (Erdnuss), 

Alexa Fluor 488 Konjugat 

pr Propionylierung 

PRDX5 Peroxiredoxin 5 

Prm1 Protamin 1 [Mus musculus] 

PRM1 Protamin 1 [Homo sapiens] 

PRM1 humanes und murines Protamin 1 (Protein) 

Prm2 Protamin 2 [Mus musculus] 

PRM2 Protamin 2 [Homo sapiens] 

PRM2 humanes und murines Protamin 2 (Protein) 

Prm2-Mäuse Mäuse der Linie B6.B6D2F2-Prm2em1Hsc 

PTM(s) Posttranslationale Modifikation(en) 

PVDF Polyvinylidenfluorid 

qPCR Quantitative real-time PCR 

rel. relative(n) 

RK Residualkörper 

RNA ribonucleic acid 

ROS Reactive oxygen species 

rpm rounds per minute 

RT reverse Transkription 

s Sekunde 

S (Aminosäurecode) Serin 

s. siehe 

s.e.m. standard error of the mean 

SAM S-Adenosylmethionin 
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SCO Sertoli-cell-only 

SDA Spermatidenarrest 

SDS sodium dodecyl sulfate 

se sense 

SOD1 superoxide dismutase 1 

sog. sogenannt 

SPF spezifisch pathogenfrei 

SSW Schwangerschaftswoche 

T Thymin 

TAC  total antioxidant capacity  

TAE Tris-Acetat-EDTA 

TCA Trichloressigsäure 

TEMED N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin 

TNP Transitionsprotein 

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

Tris-HCl Tris-Hydrochlorid 

U Unit(s) [Einheit(en)] 

u.a. unter anderem 

ü.N. über Nacht 

U/min Umdrehungen/Minute 

V Volt 

Wt Wildtyp 

x g Erdbeschleunigung 

z.B. zum Beispiel 

α- Anti- 
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8.4 Ergänzende Informationen 

Im Folgenden aufgeführt werden die relevanten Daten zu den in dieser Arbeit verwendeten 

humanen Ejakulatproben:  

 

Tabelle A1: Spermiogramm- und Protamindaten der verwendeten Ejakulatproben 

 
Probe 

Konz. 
[x106/ml] 

Gesamt-
Motilität 

[%] 

Progressiv-
Motilität [%] 

Morphologie 
Normal-

formen [%] 

PRM2 
[% Gesamt 
Protamin] 

Gruppe Gestation 

1 187 61 55 16 54,2 Fertil; NZ / 
2 48,4 48 41 11 32,8 Fertil; NZ / 
3 67 80 71 18 / Fertil; NZ / 
4 122 66 56 16 42,5 Fertil; NZ / 
5 60,4 64 58 13 / Fertil; NZ / 
6 30,4 63 55 11 28,5 Fertil; NZ / 
7 62,5 66 59 10 30,5 Fertil; NZ / 
8 194,6 54 49 14 55,9 Fertil; NZ / 
9 22,1 62 51 9 38,1 Fertil; NZ / 
10 194,2 62 55 14 44,5 Fertil; NZ 1 
11 193,8 66 50 8 27,9 Fertil; NZ / 
12 53,6 66 51 7 38,8 Fertil; NZ / 
13 80,7 54 40 8 31,1 Fertil; NZ / 
14 88,3 59 53 11 48 Fertil; NZ / 
15 85,8 65 58 13 21,5 Fertil; NZ / 
16 88,3 59 53 11 56,6 Fertil; NZ / 
17 35,8 67 60 18 36,3 Fertil; NZ / 
18 41 63 56 10 20,5 Fertil; NZ / 
19 60,4 59 52 16 44,4 Fertil; NZ / 
20 40,1 61 52 8 37,3 Fertil; NZ / 
21 158,5 67 59 18 63,8 Fertil; NZ / 
22 111,5 68 61 11 55 Fertil; NZ / 
23 56,3 62 55 16 49,9 Fertil; NZ / 
24 299,3 68 60 16 54,9 Fertil; NZ / 
25 255,8 69 63 15 34,8 Fertil; NZ / 
26 31,4 57 50 13 45,7 Fertil; NZ / 
27 47,1 61 55 4 53,5 Fertil; NZ / 
28 35 58 50 8 59,3 Fertil; NZ / 
29 43,9 62 54 15 29,3 Fertil; NZ 1 
30 43,8 68 62 16 2,7 Fertil; NZ / 
31 106 60 45  ICSI 82 Fertil; NZ 1 
32 349 76 61  ICSI 67,5 Fertil; NZ 1 
33 19 78 57  IVF 65,9 Fertil; NZ 0 
34 23 74 55  ICSI 74,3 Fertil; NZ 1 
35 90 59 37  ICSI 74,3 Fertil; NZ 0 
36 118 64 52  ICSI 82,3 Fertil; NZ 1 
37 69 64 47  IVF 74,3 Fertil; NZ 0 
38 24 74 54  IVF 63,6 Fertil; NZ 1 
39 16,2 63 37  ICSI 66,4 Fertil; NZ 1 
40 41,6 68 57  IVF 84,2 Fertil; NZ 0 
41 193 62 39  ICSI 26,9 Fertil; NZ 1 
42 37 62 38  IVF 13,6 Fertil; NZ 0 
43 116 69 41  ICSI 12,6 Fertil; NZ 1 
44 41 50 32  ICSI 77,6 Fertil; NZ 0 
45 58 55 35  ICSI 56,9 Fertil; NZ 1 
46 126 67 39  IVF 63 Fertil; NZ 1 
47 63 64 49  ICSI 86,6 Fertil; NZ 0 
48 149 70 47  ICSI 74,2 Fertil; NZ 1 
49 32 74 49  ICSI 66,7 Fertil; NZ 0 
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Probe 

Konz. 
[x106/ml] 

Gesamt-
Motilität 

[%] 

Progressiv-
Motilität [%] 

Morphologie 
Normal-

formen [%] 

PRM2 
[% Gesamt 
Protamin] 

Gruppe Gestation 

50 47 60 47  ICSI 84,4 Fertil; NZ 0 
51 17 68 53  IVF 61 Fertil; NZ 0 
52 82 65 41  ICSI 74,8 Fertil; NZ 1 
53 71 66 50  ICSI 18,6 Fertil; NZ 0 
54 50 56 32  IVF 60,1 Fertil; NZ 1 
55 31 70 56  IVF 53,3 Fertil; NZ 0 
56 73 84 65  ICSI 57,9 Fertil; NZ 1 
57 30,8 70 54  ICSI 69 Fertil; NZ 0 
58 31 64 45  ICSI 37,9 Fertil; NZ 1 
59 56 68 35  ICSI 41,4 Fertil; NZ 1 
60 30 70 33  ICSI 5,3 Fertil; NZ 1 
61 89 56 40  ICSI 65,9 Fertil; NZ 0 
62 38,2 66 49  ICSI 30,1 Fertil; NZ 0 
63 21,4 59 35  ICSI 31,5 Fertil; NZ 1 
64 18,2 61 39  ICSI 22,8 Fertil; NZ 0 
65 27,4 79 59  ICSI 34,9 Fertil; NZ / 
66 54 65 41  ICSI 34,7 Fertil; NZ 1 
67 36 77 44  IVF 71,7 Fertil; NZ 1 
68 23 61 43  ICSI 71,4 Fertil; NZ 1 
69 37 77 44  ICSI 80,3 Fertil; NZ 0 
70 83,5 68 34  ICSI 90 Fertil; NZ 0 
71 83 62 45  ICSI 76,9 Fertil; NZ 1 
72 171 69 46  IVF 0 Fertil; NZ 0 
73 90 71 39  ICSI 0 Fertil; NZ 0 
74 65 70 55  ICSI 0 Fertil; NZ 0 
75 101 74 46  ICSI / Fertil; NZ 1 
76 68 62 41  ICSI / Fertil; NZ 1 
77 110 72 49  ICSI 90 Fertil; NZ 1 
78 163 65 46  ICSI 36,2 Fertil; NZ 0 
79 16,75 68 47  ICSI 65 Fertil; NZ 0 
80 30 77 54  ICSI 80 Fertil; NZ 1 
81 173 73 44  ICSI 74,3 Fertil; NZ 1 
#1 45,8 31 26 1 20,5 Subfertil; ATZ / 
#2 153,4 27 13 3 / Subfertil; ATZ / 
#3 24 32 23 0 43,8 Subfertil; ATZ 0 
#4 21,8 39 29 2 32,7 Subfertil; ATZ / 
#5 39,6 25 10 8 36,7 Subfertil; AZ / 
#6 74 63 28  ICSI 78,8 Subfertil; AZ 0 
#7 15 33 15  ICSI 39,3 Subfertil; AZ 0 
#8 62 51 30  IVF 76,8 Subfertil; AZ 0 
#9 33 38 16  ICSI 61,2 Subfertil; AZ 0 

#10 28 51 22  ICSI 81,7 Subfertil; AZ 0 
#11 86 46 30  ICSI 38,2 Subfertil; AZ 0 
#12 89 70 25  ICSI 26,2 Subfertil; AZ 0 
#13 25 51 27  ICSI 50,4 Subfertil; AZ 0 
#14 31 48 30  ICSI 35,3 Subfertil; AZ 0 
#15 19,4 25 12  ICSI 18,2 Subfertil; AZ 0 
#16 38 65 26  ICSI 59,7 Subfertil; AZ / 
#17 20,6 40 19  ICSI 44,1 Subfertil; AZ 0 
#18 53,5 48 20  ICSI 52,1 Subfertil; AZ 0 
#19 16,5 53 27  ICSI 0 Subfertil; AZ 1 
#20 18,6 58 30  ICSI 0 Subfertil; AZ 0 
#21 44 57 16  ICSI / Subfertil; AZ 0 
#22 6,2 45 18  ICSI 78,7 Subfertil; OAZ 0 
#23 12,6 57 31  ICSI 59,7 Subfertil; OAZ 0 
#24 1,2 12 6  ICSI 42 Subfertil; OAZ 0 
#25 0,6 36 20  ICSI 62 Subfertil; OAZ 0 
#26 1,4 30 14  ICSI 49 Subfertil; OAZ 1 
#27 4,6 15 9  ICSI 77,2 Subfertil; OAZ 0 
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Probe 

Konz. 
[x106/ml] 

Gesamt-
Motilität 

[%] 

Progressiv-
Motilität [%] 

Morphologie 
Normal-

formen [%] 

PRM2 
[% Gesamt 
Protamin] 

Gruppe Gestation 

#28 5,75 37 17  ICSI 63,5 Subfertil; OAZ 0 
#29 7,15 42 31  ICSI 40,9 Subfertil; OAZ 0 
#30 7,4 35 15  ICSI 37,5 Subfertil; OAZ 1 
#31 4,4 26 10  ICSI 32,6 Subfertil; OAZ 0 
#32 12,5 31 13  ICSI 64,3 Subfertil; OAZ 0 
#33 14,2 55 46 8 49,2 Subfertil; OZ / 
#34 11,4 52 37  ICSI 65,1 Subfertil; OZ 0 
#35 11,8 55 36  ICSI 75,4 Subfertil; OZ 0 
#36 4,8 66 37  ICSI / Subfertil; OZ 1 
#37 1,8 78 58  ICSI 64,3 Subfertil; OZ 1 
#38 4,05 76 49  ICSI 60,6 Subfertil; OZ 0 
#39 13,2 59 43  ICSI 24,1 Subfertil; OZ 0 
#40 6,3 58 33  ICSI 59,2 Subfertil; OZ 0 
#41 14,8 67 52  ICSI 50,1 Subfertil; OZ 1 
#42 55,2 57 40 1 48,4 Subfertil; TZ / 

 

Tabellenlegende: Gezeigt sind individuelle Spermiogrammdaten einschließlich Konzentration, 
Gesamt-Motilität, Progressiv-Motilität und relativem Anteil an normal geformten Spermien. Die Proben 
wurden anhand der Normbereiche bzw. Grenzwerte für die aufgeführten Daten in die Gruppen „Fertil“ 
und „Subfertil“ unterteilt (Tabelle 1). Für Proben die Einsatz in den künstlichen Befruchtungsverfahren 
ICSI (Intrazytoplasmatische Spermieninjektion) und IVF (In-vitro-Fertilisation) fanden lagen keine 
morphologischen Daten vor. Eine genauere Beschreibung der Ejakulate erfolgte durch die Terminologie 
mit: Normozoospermie (NZ), Oligozoospermie (OZ), Asthenozoospermie (AZ), Teratozoospermie (TZ), 
Asthenoteratozoospermie (ATZ) und Oligoasthenozoospermie (OAZ) (Tabelle 2). Neben den 
klassischen Parametern eines Spermiogramms wurde auch der prozentuale Anteil von PRM2 am 
Gesamt-Protamin, auf Basis der relativen Expressionswerte von PRM1 und PRM2, angeführt und die 
tatsächliche Fertilität durch eine bestätigte Schwangerschaft (Gestation) (1) oder ausbleibende 
Schwangerschaft (0) gelistet. Dabei steht (/) für einen unbekannten Status. Fertil: n = 81 und  
Subfertil: n = 42 
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8.5 Publikationen 
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